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RESUMEN

El dinucledtido de adenina y nicotinamida reducida (NADH) juega un papel critico en la
bioquimica celular y se utiliza con frecuencia como indicador fluorescente del estado
metabolico de la célula. Una de las particularidades de esta biomolécula es que la
nicotinamida reducida muestra fluorescencia. Otro aspecto particular de los cromoéforos
presentes en el NADH es que la adenina tiene un rendimiento cuéantico de fluorescencia muy
bajo y un tiempo de vida del primer estado excitado menor a los 100 femtosegundos. Desde
hace algun tiempo se conoce que la excitacion de la adenina en una conformacion plegada
del NADH inicia un proceso de trasferencia de energia (TE) hacia la nicotinamida reducida,
pero el mecanismo y en particular, la escala temporal de este proceso no ha sido explorado
por técnicas de espectroscopia con resolucion de femtosegundos. Ademas, no se han llevado
a cabo investigaciones donde se excite directamente a la adenina y se estudien los procesos
que puedan estar asociados a la dindmica de relajacion en funcion de la conformacion plegada
y desplegada del NADH. Por otro lado, no existe evidencia de la cinética del proceso de TE
y como este compite con el decaimiento ultrarrapido de la adenina, uno de los compuestos
mas estudiados que presenta conversion interna ultrarrapida por las intersecciones conicas

que involucran el estado electronico basal.

El objetivo del trabajo de investigacion consistio en estudiar los efectos de la
conformacion del NADH en su fotofisica molecular. En particular, sobre la competencia que
existe entre el proceso de TE y el fenomeno de relajacion ultrarrapido de la adenina a su
estado basal cuando la molécula se encuentra en una conformacion plegada. Ademas, se
busca explicar la eficiencia que presenta la TE. Las mediciones se realizaron en soluciones
de un amortiguador de fosfatos y metanol, las cuales favorecieron una conformacion plegada
y desplegada del NADH respectivamente y fueron verificadas por Resonancia Magnética
Nuclear-ROESY. Por la técnica de espectroscopia estatica de UV-visible y fluorescencia, se
determind una eficiencia de TE de 49% en la conformacion plegada y 11% en la
conformacion desplegada del NADH. Por suma de frecuencias con resolucion de
femtosegundos, técnica central en nuestro estudio, se excito selectivamente a la adenina (266
nm) dando seguimiento al decaimiento ultrarrapido de la adenina (< 100 fs) y al proceso de

TE. Se observo por primera ocasion que el proceso de TE ocurre con un tiempo < 100 fs



correspondiente a una constante cinética krr mayor a 1x10'*s™!. Ademas, con la excitacion
directa a la nicotinamida reducida (380 nm) se determino el tiempo de decaimiento del estado
electrénico excitado Si, observandose un valor de 383.6 ps en solucion acuosa, y 330.2 ps en
metanol. Estudios por anisotropia de fluorescencia demostraron que los momentos dipolares
de transicion (absorcion y emision) estan orientados de forma paralela con excitacion de 380
nm y no paralela con excitacion de 266 nm con un valor § (angulo entre los momentos
dipolares de transicion de absorcion (adenina) y emision (nicotinamida)) de 47.86°y 48.8°
(266 nm) para las formas plegada y desplegada y 24.09 ° (380 nm). Por medio del modelado
de Forster, fue posible concluir que debido a que el estado excitado S; de la adenina decae
muy rapidamente, el proceso de migracion excitonica (TE) es muy sensible a la distancia que
pueda existir con la nicotinamida ya que existe una competencia cinética entre la TE y el
decaimiento ultrarrapido. Finalmente, con base en los resultados obtenidos se demostro que
es posible estudiar la dinamica molecular de las conformaciones del NADH en tiempo real,
concluyendo que después de excitar a la adenina parte de su energia es transferida a la
nicotinamida reducida y que el proceso debe ocurrir en un intervalo de tiempo inferior a los

100 fs para que exista competencia cinética con el proceso ultrarrapido de TE.



LISTA DE ACRONIMOS

NADH Dinucleotido de adenina y nicotinamida reducida
A Aceptor

D Donador

TE Transferencia de Energia

HOMO Orbital Molecular mas Alto Ocupado
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2w Segundo armonico

3w Tercer armonico

DNA Acido desoxirribonucleico

RNA Acido ribonucleico

CI Conversion Interna
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T Estado triplete
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QTAIM Teoria Cuantica de los 4&tomos en moléculas
T Tiempo de vida del estado excitado

) Rendimiento cuantico

k, Constante de decaimiento del fluoroforo
Koy Constante de decaimiento no radiativa
Si Primer singulete excitado

So Singulete basal

A Angstrom
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AMP Adenosina monofosfato
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1. INTRODUCCION

Un fluoréforo es una molécula que emite fluorescencia después de ser excitada con luz donde
la intensidad y la longitud de onda de la luz emitida dependeran tanto del fluor6foro como
de su ambiente quimico. Los fluoroforos pueden ser divididos en dos clases principales:
extrinsecos e intrinsecos. Los primeros se caracterizan por ser afadidos a una muestra cuando
esta no presenta la propiedad de emitir fluorescencia por si misma, y los fluoréforos

intrinsecos que se encuentran de manera natural y por si mismos presentan fluorescencia.

El dinucledtido de adenina y nicotinamida reducida (NADH), es una molécula biologica
0 coenzima que participa en el transporte de electrones. Es un ejemplo claro de un fluoréforo
intrinseco. E1 NADH se caracteriza por ser altamente fluorescente y absorber en el
ultravioleta, con longitudes de onda de absorcion y emision maximas de 340 nm y 460 nm,
respectivamente.! Esta coenzima ha sido estudiada presentando algunas caracteristicas que
la hacen uno de los fluor6foros mas importantes en el campo de espectroscopia de
fluorescencia. Por ejemplo, el NADH, es usado como biomarcador debido a sus
caracteristicas fluorescentes por parte de la nicotinamida. Esta propiedad se ha empleado por
ejemplo, en la deteccion de apoptosis temprana en las células.”> Ademas, su estructura
compuesta por dos nucleédtidos adenina y nicotinamida reducida unidos entre si por grupos
pirofosfato, implica que esta molécula presente dos conformaciones: plegada y desplegada,
las cuales son favorecidas a su vez por disolventes como soluciones acuosas y metanol,
(Figura 1.1) respectivamente. Es posible estudiar el equilibrio entre estas formas por medio
de resonancia magnética nuclear’® y espectroscopia de fluorescencia.* Por otro lado, estudios
realizados por Blacker’ comprueban un valor de tiempo de vida del estado excitado mas corto
para el NADH libre en comparacion con un tiempo de vida largo de NADH unido a proteinas,
lo anterior, debido a las variaciones que existen en el nivel de restriccion conformacional del

NADH en sus correspondientes sitios de union.

10



a) b) 2

o_9 o” ’
2 Al >0
o, 2050, 9,
? > 2 o? b’f.’
° 2d o > &> 0 00
P e a0 >
i oo ©O° 1,/0,)
Q’ o 7 > 3
o g% 34 A5 20 o
3 .

Figura 1.1. Conformaciones de la coenzima NADH. a) Plegada b) Desplegada.

El nucledtido adenina, una de las cinco bases nitrogenadas que forman parte de los acidos
nucleicos como el RNA y DNA y que también se encuentra en el NADH, tiene un
rendimiento cudntico de fluorescencia extremadamente bajo, del orden de 107°. El tiempo de
vida de su primer estado excitado es menor a los 100 fs debido a las intersecciones conicas
existentes entre diversos estados electronicos, incluyendo al basal.® Una interseccion conica
se define como un cruce de superficies de energia potencial correspondientes a distintos
estados electronicos, como los estados S; y So. En la adenina, la existencia de esta

interseccion conlleva a que exista un decaimiento ultrarrapido del estado excitado.5”%?

Desde el afio 1957, se ha tenido la nocion de que el NADH puede llegar a presentar TE
por parte de la adenina a la nicotinamida reducida. Asimismo, el rendimiento de este proceso
varia en funcién de la conformacion en la que se encuentre (plegada o desplegada) el

)’11,12,13 sin

NADH.'"? Estudios previos demuestran que existe dicha migracién exciténica (TE
embargo, la descripcion de este proceso no es completa, ya que solo se han realizado estudios
de espectroscopia estatica. Estos métodos tienen la funcion de registrar una sefial de un
promedio de eventos dinamicos que ocurren en una molécula. Es por ello que se propone
estudiar el proceso de TE por una técnica de espectroscopia con resolucion temporal de
femtosegundos que logra monitorear este tipo de procesos en escalas de tiempos muy breves,
y que permite observar la dindmica molecular en tiempo real. En particular, dentro de la

espectroscopia con resolucion de femtosegundos, la técnica de suma de frecuencias posee la

capacidad de medir la intensidad de fluorescencia de una muestra como funcién del tiempo.
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El estudio que se presenta en esta tesis acerca de la TE por parte de la adenina a la
nicotinamida reducida se realiza con un conjunto con técnicas espectroscopicas y considera
un modelado tipo Forster. Debido a que el NADH posee una banda de absorcion en una
longitud de onda de 260 nm y un coeficiente de absortividad alto, se logro estudiar este
proceso de forma selectiva con excitacion directa y aislada de la adenina. Después, por la
técnica de suma de frecuencias, empleando como fuente de excitacion el tercer armdnico
(Aexe = 266 nm) de un laser de titanio:zafiro, se detectd la emision del estado excitado de la
nicotinamida reducida excitando a la adenina, lo que refleja un alto grado de TE en la
conformacion plegada (solucion acuosa amortiguadora de fosfatos-pH = 7.4). Como se
muestra en la seccion de resultados, fue posible observar de manera directa la existencia de
una competencia cinética entre los procesos de TE y decaimiento ultrarrapido de la adenina.
En el caso de una conformaciéon desplegada (soluciones de metanol), se logré concluir que
existe un valor minimo de TE permitiendo que se observe directamente el decaimiento
ultrarrapido del estado excitado de la adenina en los primeros femtosegundos. Finalmente,
empleando como fuente de excitacion el segundo armoénico (A = 380 nm) del laser, fue

posible observar la emision directa de la nicotinamida reducida (Figura 1.2).

a) TE b)
A'--N =) A_. N A-=N
Ic hv
<100 fs 266 nm 470nm  ~400 ps 280 hm
A--N A-N

Figura 1.2. Diagrama que ilustra a) transferencia de energia b) emision directa de la nicotinamida reducida.

En este trabajo se busco describir la competencia cinética entre el decaimiento ultrarrapido
de la adenina y la TE. Se buscara entender como este fendmeno a su vez causa que la adenina
sea aun mas sensible a la distancia que esta pueda presentar con la nicotinamida en la
conformacion plegada, la adenina absorberd y transferird parte de su energia a la
nicotinamida reducida. Ademads, se obtendran los tiempos caracteristicos de los procesos
involucrados en el sistema como el tiempo de vida del estado excitado de la nicotinamida en
estado reducido, los tiempos de relajacion del disolvente, la relajacion ultrarrapida de la

adenina y la duracién del proceso de TE.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo principal

e Estudiar por suma de frecuencias con resolucion en femtosegundos, asi como por
espectroscopia estatica y modelado Forster, el proceso de TE en NADH, el cual
sucede después de la excitacion de la adenina hacia la nicotinamida. Asimismo, se
estudiara como este proceso es afectado por la conformacion plegada o desplegada

que presenta el NADH.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar las propiedades fotofisicas del NADH en solucion acuosa y metanol por
medio de los espectros de absorcion, emision y excitacion estaticos del NADH.

e Estudiar el proceso ultrarrapido de la TE de las conformaciones plegada y desplegada
del NADH, asi como la dindmica de relajacion ultrarrapida de la adenina por medio
de la técnica de suma de frecuencias.

e Determinar las constantes cinéticas de velocidad de la TE y CI.

e Calcular el rendimiento de TE por medio de espectroscopia estatica de las diferentes
mezclas solucion amortiguadora-metanol.

e Estudiar la competencia cinética que existe entre la TE y el decaimiento ultrarrapido
de la adenina.

e Estudiar la emision directa de la nicotinamida reducida por la técnica de suma de
frecuencias con generacion de segundo armoénico.

e Determinar la evolucion espectral que presenta el NADH en disolventes como
solucion amortiguadora de fosfatos y metanol.

e Determinar los valores de anisotropia para las dos conformaciones y la orientacion
del momento dipolar de transicion de absorcidén (adenina) con respecto al momento
dipolar de transicion del proceso emisivo (nicotinamida).

e Determinar el tiempo en el que trascurre el proceso de TE y los tiempos de vida de
los estados excitados de la adenina y la nicotinamida reducida.

e Estudiar la TE por el modelado de Forster en funcion de la distancia.

13



3. ANTECEDENTES

El NADH es una coenzima que regula la reaccion de oxidacion y reduccion en el metabolismo
celular. Su funcion principal es el intercambio de electrones y protones y la produccion de
energia de todas las células.'* Ademas, se caracteriza por ser uno de los cofactores mas
abundantes empleados por las proteinas y las enzimas.'> Vias metabélicas como la S-oxidacion
(proceso catabolico de los acidos grasos) y el ciclo de Krebs producen NADH que participa en
la fosforilacion oxidativa y la produccion de ATP.'® EIl NADH se escoge como molécula de

estudio debido a tres caracteristicas relevantes que presenta:

e Fluorescencia por parte de la nicotinamida reducida con un rendimiento de
fluorescencia de 0.02.7

e Decaimiento ultrarrdpido por parte de la adenina, uno de los nucleétidos que conforman
su estructura.

e Conformaciones plegada y desplegada que presenta su estructura segin se indico en la

introduccion.

3.1. Fluoro6foro intrinseco

La fluorescencia intrinseca (autofluorescencia) del NADH por parte de la nicotinamida
reducida permite que €sta sea usada como biomarcador optico para la deteccion de apoptosis
en fase temprana.'® El NADH se encuentra en gran cantidad en la mitocondria y esta implicado
en el potencial de membrana de ésta (que es un parametro importante del estado redox de las
células).!® Se ha observado que el cambio del tiempo de vida de fluorescencia del NADH est4
asociado con la apoptosis inducida por las Estaurosporinas (STs) mediada por la mitocondria,’
debido a que este organelo actlia como el escenario integrador de una cadena de estimulos
inductores para la apoptosis celular y desencadena asi, una serie de cascadas de sefializacion
que terminan con la muerte de la célula.'® Ademas, el tiempo de vida de fluorescencia del
NADH presenta una relacion con el consumo de oxigeno y el nivel de ATP durante la

transformacion de la energia desde la glucélisis hasta la fosforilacion oxidativa.?’-%!

El tiempo de vida fluorescencia del NADH en forma libre en disolucion acuosa presenta un

valor de alrededor de 0.4 ns.!>???* Este tiempo aumenta hasta cuatro veces su valor debido a
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la unién con una proteina o una enzima en su sitio activo.>!' Sin embargo, dependiendo de la
proteina o enzima a la cual la coenzima estd unida, el tiempo de vida de fluorescencia aumenta
en menor o mayor magnitud segliin sea el caso. Algunos ejemplos son las enzimas aldehido
deshidrogenasa y malato deshidrogenasa, las cuales al estar unidas al NADH logran que esta
coenzima tenga un tiempo de vida de fluorescencia de 7 ns** ns y 0.9 ns,? respectivamente.
Ademés, el cambio en el tiempo de vida de fluorescencia del NADH conlleva a que se logre
medir las constantes de disociacion, las cuales son ttiles en la cinética enzimatica y por ende,

en los cambios en el estado redox de células vivas.?>*

3.2. Decaimiento ultrarrapido de la adenina

Se ha investigado la fotofisica de la adenina, una de las bases nitrogenadas del ADN buscando
comprender los fotoprocesos de este cromoéforo.” Se conoce que la desactivacion de una
molécula desde su estado electronico excitado a su estado electronico basal depende de la
estructura quimica y electronica de esta, asi como del medio en el cual se encuentra.?’ Por
medio de técnicas de espectroscopia estatica se ha demostrado que el rendimiento cuantico de
fluorescencia de esta base purica en disolucion acuosa es del orden de 107 lo que indica que la
gran mayoria de estados electronicos excitados decaen de forma no radiativa.”® Por otro lado,
técnicas de espectroscopia por resolucion temporal han determinado un tiempo de vida < 100

fs desde el primer estado excitado S de la adenina.> %

El decaimiento ultrarrapido de la adenina se debe a un proceso de conversion interna (CI)
el cual se da por la existencia de intersecciones conicas que describen el cruce de superficies
de energia potencial del estado excitado S; y del estado basal So.” Cabe mencionar que las
principales caracteristicas fotofisicas mencionadas anteriormente se confieren al alto grado de
efectividad por parte de las intersecciones conicas. Numerosos resultados tedricos acerca del
decaimiento de la adenina describen el proceso de desactivacion ultrarrapido después de una
excitacion UV a causa de las intersecciones conicas,® las cuales durante los ultimos afios han
demostrado desempefiar un papel central en la mayoria de los procesos moleculares que

involucran estados excitados.”®
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3.3. Conformaciones plegada y desplegada

El NADH esta compuesto por dos nucledtidos adenina y nicotinamida reducida que se
. , . . . 15 .
encuentran unidos entre si por medio de ribosas y grupos pirofosfatos'> como se ilustra en la
Figura 3.1. Estudios de espectroscopia de fluorescencia,* espectroscopia Raman,>%3!
Resonancia Magnética Nuclear® y cristalografia de rayos X*? han sido usados para obtener

informacion estructural.

N N
]
0=P—0. N /)
| N
o) O.
OH OH

Figura 3.1. Estructura de la coenzima NADH.

Respecto a la estructura de la coenzima NADH, existen dos conformaciones en solucion: una
conformacion plegada, en donde la nicotinamida reducida y adenina estan apiladas a una
distancia aproximada de 4.7 A, y una conformacién desplegada en donde los dos nucleétidos
se encuentran separados a una distancia promedio de 15.5 A.!> Normalmente, en solucion estas

conformaciones estdn en equilibrio entre si como lo indican estudios de dinamica molecular, '’

3 4

Resonancia Magnética Nuclear’ y fluorescencia.” Ademads, algunos factores como la

13"

temperatura, el pH, la concentracion de iones metéalicos como Al°" y la polaridad del disolvente

modifican el plegamiento de la coenzima y a su vez el tiempo de vida de ésta.'*

En trabajos de Resonancia Magnética Nuclear por medio del andlisis en los desplazamientos
quimicos que sufren los protones en funcion de la temperatura, soluciones acuosas, metanol y
urea'’ se estudiaron los pardmetros termodinamicos basicos que rigen el plegamiento de la
molécula. En cuanto a la parte tedrica, se han realizado diversos estudios computacionales que
describen el comportamiento estructural de la coenzima. A pesar de la complejidad del sistema,
se han podido realizar calculos cuéanticos en los que se ha investigado el cambio

conformacional del NADH en solucion y la interaccion de esta molécula con cationes de
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aluminio, el cual favorece la conformacion plegada del NADH debido a la formacion de una
estructura mas rigida a través de la union del aluminio al oxigeno del grupo pirofosfato.!*!3
Estos estudios indican que las conformaciones plegadas de esta molécula corresponden a

distancias adenina-nicotinamida de alrededor de 5 A.

Finalmente, cabe mencionar que los fotoprocesos del NADH han sido escasamente
estudiados por métodos modernos de espectroscopia por resolucion temporal de
femtosegundos. Los experimentos de absorcidon transitoria realizados con resolucion de
picosegundos y nanosegundos por excitacion de la nicotinamida reducida no exploran los
detalles de los eventos del estado excitado y principalmente se centran en los fotoproductos
tales como formas idnicas y radicales de NADH vy electrones solvatados.’>!7343°> Ademis, la
técnica presenta poca sensibilidad.*® Es por ello que en este trabajo se estudia por suma de
frecuencias con resolucion de femtosegundos el proceso de TE y como éste compite con el
decaimiento ultrarrapido de la adenina logrando obtener resultados en tiempo real de la

dindmica de la molécula.
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4. MARCO TEORICO

Es importante conocer los fundamentos en los que se basa el estudio de los estados
electronicamente excitados, por tal razon en este capitulo se abordan algunos conceptos como
la interaccion radiacién-materia, la evolucion de un estado excitado y su posterior relajacion
por los diferentes mecanismos de desactivacion. Por otro lado, se hace énfasis en el proceso
de transferencia de energia y se revisan aspectos generales relacionados con espectroscopia
estatica y espectroscopia con resolucion temporal, con el fin de entender la fotodindmica de
la coenzima a estudiar. Ademas, se hace hincapié en algunos fundamentos de Resonancia
Magnética Nuclear-ROESY como técnica analitica de verificacion de las conformaciones

que presenta la coenzima NADH.
4.1. Interaccion radiacion-materia

Cuando la radiacion electromagnética atraviesa un sistema de particulas cargadas, como el
que forman los electrones y nucleos constituyentes de los 4&tomos y moléculas, los campos
magnético y eléctrico de la radiacion interactian con las cargas provocando una perturbacion
dependiente del tiempo que puede inducir transiciones entre los diferentes estados cuanticos
del sistema. La absorcion de la luz por parte de una molécula tiene lugar solo si el foton
provee de energia suficiente para promover el sistema de un nivel a otro y si la onda

electromagnética puede interactuar con el sistema. Esta interaccion esta definida por:
Ui =< %Il % > Ec.4.1

donde {i es el momento dipolar eléctrico y Wiy W son las funciones de onda de los estados

inicial y final, respectivamente como se describe en la ecuacion.’’

Por otro lado, para que exista una transicion desde un estado basal a un estado excitado se
hace necesario cumplir entre otras condiciones el uso de la regla de seleccion de espin, la
cual hace alusion a una transicion permitida solo cuando los estados electronicos presentan

la misma multiplicidad.
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4.2. Naturaleza de los estados excitados

El estado electronico de una molécula esta basado en las propiedades de todos los electrones
en todos sus orbitales. La funcion de onda de un estado electronico es una combinacion de la
funciones de onda de cada uno de los electrones en los orbitales de la molécula de la cual
forman parte. La manera en que una molécula absorbe radiacion electromagnética es por
medio de un proceso mecanico cudntico, donde una molécula es transformada de su estado
basal a su estado excitado. En los atomos, la absorcion involucra la promocion de un electréon
de una capa orbital externa hacia un orbital vacio de mayor energia. Los electrones de una
molécula que inicialmente se encuentran en los orbitales moleculares de menor energia
(HOMO, highest occupied molecular orbital) tienden a ubicarse en los orbitales desocupados
de mayor energia (LUMO, lowest unoccupied molecular orbital). Cuando un electréon en una
molécula es promovido de un orbital a otro, cambia el estado de la molécula y entonces es
importante considerar los estados de esta involucrados, en lugar de considerar solamente los
orbitales asociados en la promocion del electron. Una molécula en un estado excitado tendra
una distribucion electronica y una energia diferente al estado basal que le permitira reaccionar
de forma distinta a una molécula en el estado basal (menor energia). Existe solo un estado
basal para cada molécula, sin embargo, existen diversos estados excitados posibles para
moléculas simples y la naturaleza exacta de los cuales depende los tipos de orbitales

involucrados.?®

Aunque la naturaleza exacta de los estados excitados muestra una gran variabilidad
dependiente de parametros especificos para una molécula dada, se pueden considerar algunas
moléculas simples para ejemplificarlos como el etileno (CH2 = CH3z) donde los dos 4tomos
de carbono estan unidos por un enlace ¢ y un enlace tipo . En esta molécula la absorcion de
un fotén de energia apropiada promueve uno de los electrones m a un orbital antienlazante
tipo 1", transicion denotada como m — ©* y la excitacidon de un electron del orbital enlazante
m al orbital antienlazante o* ocurre cuando la energia del foton es igual a la diferencia de
energia entre el estado basal y el estado excitado, transicion denotada como = — ¢*. Por otro
lado, una molécula podria también tener electrones no enlazantes localizados en

heterodtomos como oxigeno y nitrogeno como lo es en el caso del formaldehido. Los
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correspondientes orbitales moleculares son llamados n. La promociéon de un orbital no
enlazante a un orbital antienlazante es posible, y la transicion asociada se denota como n —

*

.

4.3. Relajacion electronica de los estados excitados

La luminiscencia es la emision de luz de cualquier sustancia y ocurre desde los estados
excitados electronicamente. Dicha emision se divide en dos categorias: fluorescencia y
fosforescencia, dependiendo de la naturaleza del estado excitado. Una vez que las especies
son excitadas por la absorcion de un foton, éstas se relajan al estado basal con un tiempo de
vida caracteristico, liberando un exceso de energia en forma de fotones. Los diagramas de
Jablonski (Figura 4.1) se utilizan para visualizar los procesos involucrados en la relajacion
espontanea de una molécula que ha sido excitada por medio de la interaccion con la radiacion

electromagnética.'

RV

S o —— —f———F CES
— T

Sl — AN
Ty —

a Relajacion Vibracional — RV (101?5-101"s)

Fluorescencia — FL (10105-107 s)
F Fs Conversién Interna— Cl {107 s-107s)
Cruce entre Sistemas— CES {10°s-103s)
‘L Fosforescencia — FS (10°s-15s)
- - T 1
S - S S S— 7 — —

Figura 4.1. Diagrama de Jablonski. Se observan los diferentes procesos de relajacion electronica de los estados excitados
con su respectivo intervalo de tiempo.

Los estados electronicos singuletes se representan por So para el estado basal, y Si, Sz... Sy
para los estados electronicos singuletes excitados superiores, mientras que los estados
tripletes excitados se denotan por Ti, T»... Ta. Por otro lado, a cada nivel de energia
electronica le corresponden varios niveles de energia vibracional. La absorcion de un foton
deja a la molécula en un estado electronico excitado y a su vez en uno de sus estados
vibracionales. La molécula en su estado excitado puede relajarse o desactivarse mediante

diferentes mecanismos.
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Los procesos de desactivacion se dividen en dos categorias: Transiciones radiativas que se
caracterizan por llevar a cabo la emision de fotones (fluorescencia y fosforescencia), y las
transiciones no radiativas como conversion interna, relajacion vibracional y cruce entre
sistemas las cuales decaen a estados excitados de menor energia sin la emision de un foton.
A continuacién, se abordan los conceptos generales de cada uno de estos procesos de

desactivacion.!

» Fluorescencia: Proceso de emision de fotones acompafiado de una transicion del
estado superior o excitado S; — So. Este proceso se lleva a cabo desde el estado
vibracional de menor energia del estado S (Regla de Kasha) hasta unos de los estados
vibracionales del estado basal So. Una de las caracteristicas de este proceso es que la

energia de emision es menor a la energia de absorcion.

= Conversion Interna: Este proceso se caracteriza por ser una transicion no radiativa

entre dos estados electronicos excitados isoenergéticos con la misma multiplicidad

de espin Sy = Sp.10 To = Tt

= Relajacion Vibracional: Tiene lugar durante las colisiones entre moléculas excitadas

y las moléculas del disolvente. La relajacion vibracional es un proceso en donde las
moléculas en disolucion se relajan hacia un estado vibracional de menor energia del

estado electronico excitado de menor energia.

* Cruce entre Sistemas: Es una transicion no radiativa entre dos niveles isoenergéticos

pertenecientes a estados de diferente multiplicidad de espin Sy — Ta. En principio, se
caracteriza por ser una transicion prohibida por la regla de seleccion del espin, sin
embargo, si el acoplamiento entre el momento magnético orbital y el momento
magnético de espin (acoplamiento espin-orbita) es suficientemente grande, estas

transiciones pueden ser muy eficientes.

= Fosforescencia: Es una transicion radiativa desde el nivel vibracional del primer

estado electronico excitado T hacia el estado electronico basal So. Cabe decir que

también es una transicion prohibida por espin, con una constante radiativa muy
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pequeiia. Sin embargo, al igual que un proceso de cruce entre sistemas, es una

transicion permitida debido al acoplamiento espin-orbita.

Existen otros procesos de relajacion de los estados electronicos excitados como la

transferencia de energia.

4.4. Transferencia de energia

La TE se caracteriza por ser una de las herramientas mas populares que estudian la dinamica
molecular, ademas es un fenémeno electrodinamico que puede ser explicado utilizando la
fisica clasica. Este proceso ocurre entre un donador (D) en estado excitado y un aceptor (A)
en el estado basal. En el proceso fotofisico el donador excitado transfiere toda su energia de
excitacion al aceptor (Figura 4.2) de tal forma que el tiempo de vida del estado excitado de

D disminuye.*

D*
—— AT

S1 =T
81 ———
I—_

: TE :

,l AEEEEEEEEEENEEEEN v
SO o ‘;’ Su :‘r

D A

Figura 4.2. Esquema de TE entre dos moléculas. Las transiciones de absorcion y emision son representadas por las lineas
solidas verticales (verde y roja, respectivamente), la relajacion vibracional se indica por una linea ondulada (café) y la TE
representa por las lineas punteadas de color celeste.

Ademés, la TE es un proceso mecanico cudntico y requiere que el espectro de emision de
fluorescencia del D se superponga con el espectro de absorcion del A. La teoria de Forster

esta basada en la regla de oro de Fermi, en donde la transferencia de energia de excitacion se

. ..y, O] D A
considera ser la transicion entre los estados electronicos de D y A denotados como ¢, ¢,y
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¢§ ¢‘: (donde b y e representan el estado basal y excitado respectivamente) promovidos a

través de una interaccion Couldmbica de dipolo-dipolo entre D y A. Ahora bien, las hipdtesis

de Forster son las siguientes:

= Una aproximacién dipolo-dipolo puede emplearse para el acoplamiento electronico
entre D y A.

= La relajacion vibracional después de la excitacion de D, tiene lugar a una escala de
tiempo mas rapida en comparacion con la TE.

» EI proceso de TE es irreversible debido al acoplamiento que existe entre las
interacciones soluto-disolvente, el cual hace que una vez que se ha realizado la TE,
el aceptor rdpidamente se relaja vibracionalmente con lo cual se pierde la resonancia
entra las transiciones del donador y el aceptor (ver linea ondulada en la columna del

aceptor en la Figura 4.2).%

Con las consideraciones anteriores, el enfoque de la regla de oro de Fermi se sigue para
obtener la expresion del proceso de TE segin lo que se describe a continuacion. Si
consideramos un sistema D-A, con D en un estado excitado, teniendo M niveles de energia
vibracionales los cuales se consideran estar asociados con el estado excitado y A en el estado
basal con N niveles de energia vibracionales asociados con el estado basal. La transferencia

de energia en el sistema D-A es la transicion entre la funcion de onda del estado excitado del
donador ¥ (rp; Rp) = ¢§ (rp; Rp) xp, teniendo una energia Ep.y y el estado basal del
aceptor ¥ (r4; Ry) = ¢2 (Ta; Ra) 5, c0n una energia E4py, donde ),y 7,, representan los

estados nucleares de D y A. De acuerdo a la regla de oro de Fermi la tasa de transferencia

esta dada por:

2 2
krg = ?HZM 2N f(Epemp)f (Eapn ) K Yle)MDI Y’;NA“/DAI Y’:MA; ngND)l X 8(Epemp + Eavny — Eaemy + Eponp) EC.A.2

donde (Epenp) Y f (Eapn ,) representan la distribucion térmica para los estados vibracionales
iniciales de D y A, V4 considera la interaccion Coulombica entre Dy A 'y §(Epem,, + Eapn, —

Ezem, + Eponp) TEPresenta la emision del donador.

Suponiendo que los elementos de la matriz de acoplamiento no dependen de las coordenadas

(aproximacion de Condon) el término YfMD, Py AVpal Py " VA Np) e puede escribir:
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<'{€MD: YﬁNA|VDA| Y‘SMA' 5dz?ND) = Jpa (ZDeMD|ZDbND> <ZAbNA|ZAeMA> Ec4.3

donde Jp 4 representa los elementos de la matriz electronica para la interaccion dipolo-dipolo

denotada como:

Joa = w{ldBy1|dZ,|/R) Ec.4.4

En esta ecuacién R representa la distancia entre el aceptor y el donador, x es el factor de
orientacion de los momentos dipolares de transicion de D y A y d es el vector de momento
dipolar de transicion de cada croméforo.*!.La expresion de la tasa de transferencia puede ser
expresada en términos del espectro de absorcion del aceptor y de emision del donador. Para

incorporar lo anteriormente dicho, es necesario escribir la funciéon § como:

5(EDeMD + Eqpng — Enemy — EDbND) = fjooo 8(Epemp — Eppnp — E) X 8(E + Egpn 4 — Enem ) dE Ec4.5

Aqui, la primera funcion delta representa la emision del donador y la segunda la absorcion
del aceptor. Ahora, el coeficiente de la absorcion dependiente de la frecuencia puede definirse

COmo.:

4T

2 2 2
3:”7 |dgb| ZMA,NA,f(EAbNA) <ZADNA |ZA9MA> X 6(EAbNA - EABMA + ha)) Ec.4.6

ay(w) =
Igualmente, el espectro de emision del donador puede ser escrito como:

103
3hc3

fD(CU) =

2
2
14217 Zg i f Eoert) (Zpensp o) X 8Evensy = Eonny = 1) Ec4.

Sustituyendo las ecuaciones anteriores en la ecuacion 4.2 y usando las ecuaciones 4.3 y 4.4,

obtenemos:

k _ 9k%c* 1 OOaA((u)fD(w)dw
TE — 8my* R6 VO *

Ec.4.8

[

donde 1 es el indice de refraccion del medio que afecta a todas las interacciones electronicas
en medios condensados y C es la velocidad de la luz*®. De la ecuacion anterior podemos
definir que la tasa de TE disminuye con la sexta potencia de la distancia entre D y A, lo que

explica la sensibilidad en el intervalo de 10 -100A.

Finalmente, la teoria de Forster es ideal para interpretaciones cuantitativas y predicciones de

observaciones experimentales tanto en sistemas organicos como inorganicos. Sin embargo,

24



para describir procesos de TE que involucran transiciones prohibidas en necesario considerar

la contribucién de la interaccion de intercambio, la cual no se incluye en este trabajo!.

4.5. Cinética de los procesos de desactivacion de los estados excitados

Un estado excitado puede tomar diferentes canales de desactivacion que compiten
cinéticamente. La competencia que existe entre ellos causa que se determinen el tiempo de
vida de los procesos involucrados y su eficiencia por medio de las constantes cinéticas de
velocidad. La velocidad que presenta una especie o molécula excitada (M™) al regresar a su

estado basal se define por la ecuacién diferencial:*!4?

- = kp[M*] Ec.4.9

donde [M*] es la concentracion de la especie en el estado excitado y kp se refiere a las
constantes cinéticas de velocidad de los procesos de desactivacion involucrados en una
molécula. Cabe mencionar que una molécula no presentard los mismos procesos de
desactivacion que otra, ademas que entre los procesos de desactivacion, primara uno mas que
los demas debido al orden de magnitud de la constante de velocidad. La constante de
velocidad k4 puede ser expresada como 1/74 donde 71 es el tiempo de vida de la molécula
(tiempo promedio en el cual la molécula tarda en regresar a su estado basal), por lo tanto la

ecuacion 4.9 puede ser escrita como:

_dam _ (i) [M*] Ec.4.10

dt T

Con la integracion de la ecuacion 4.10 se obtiene el valor de la concentracion de la especie

[M*]:
[M*] = [M*]oe_t/TT Ec.4.11

donde [M*], es la concentracion de la especie en el estado excitado a tiempo cero.
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4.6. Espectroscopia estatica

La espectroscopia estatica se caracteriza por ser el método espectroscopico Optico mas
extensivamente usado en mediciones analiticas y en investigacion cientifica. Se define como
espectroscopia estatica debido a que la sefial registrada es un promedio de todos los eventos
que presenta una molécula en escalas de tiempo relativamente mayores comparadas con las
escalas de tiempo que se estudian en espectroscopia con resolucion temporal. Con este tipo
de espectroscopia se pueden obtener espectros de absorcion, emision y excitacion los cuales
proporcionan informacién acerca de la estructura, energia y dinamica de los estados
electronicamente excitados. Por ejemplo, los espectros de absorcidon se caracterizan por
mostrar el espectro energético del foton que fue absorbido durante el proceso y las bandas de
absorcion hacen alusion a las transiciones del estado basal al estado excitado. Por otro lado,
los espectros de emision son los espectros energéticos de los fotones que se emiten cuando
el sistema evoluciona de un estado excitado al estado basal. Los conceptos de tiempos de
vida del estado excitado, rendimientos cuanticos, efecto del disolvente y principios basicos

de absorcion y fluorescencia se explicaran a continuacion.

4.6.1. Espectroscopia de absorcion, emision y excitacion

La espectroscopia de absorcion, emision y excitacion esta relacionada directamente con las
transiciones electronicas y vibracionales. El espectro de absorcion junto con el de emision
pueden proporcionar informacion acerca de diferencias o similitudes entre las superficies de
energia potencial del estado basal y del estado excitado. Si las superficies son similares o se
encuentran espaciadas verticalmente muy poco, las geometrias de equilibrio pueden ser
similares y por lo tanto la transicion 0— 0 es mas intensa tanto en el espectro de absorcion
como en el de emision, causando que los espectros se traslapen. Los espectros de absorcion

y emision bajo estas condiciones son imagenes especulares.*’

Por otro lado, los espectros de emision varian ampliamente y son dependientes de la
estructura quimica del fluoréforo y del disolvente en el cual esta disuelto. Cuando una
molécula tiene un espectro de excitacion, la fluorescencia es independiente de la longitud de

onda de excitacion de acuerdo a la regla de Kasha. Esta regla explica que una vez la molécula
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absorbe luz, esta se relaja rdpidamente por conversion interna o relajacion vibracional al
primer estado vibracional de menor energia del primer singulete del estado excitado. El
proceso se puede explicar de una forma mas clara con los factores de Franck Condon que se
caracterizan por expresar el grado que existe de traslape entre las funciones de onda
vibracionales. Esto es, que entre mayor sea el traslape, la molécula se relajard mas
rapidamente desde el singulete excitado de mayor energia al singulete excitado de menor

energia.*

4.6.2. Tiempos de vida del estado excitado y rendimiento cuantico de fluorescencia

El tiempo de vida de fluorescencia (t) y el rendimiento cuantico de fluorescencia (@) son las
propiedades mas importantes de un fluor6foro. El rendimiento cuédntico se define como el
nimero de fotones emitidos en relacion con el nimero de fotones absorbidos y el tiempo de
vida determina el tiempo disponible del fluoréforo para interactuar o difundirse en el entorno.
Los significados del tiempo de vida y del rendimiento cuantico se representan en un diagrama
simplificado de Jablonski (Figura 4.3). En este diagrama no se ilustran los procesos de
relajacion que conducen al estado S, por el contrario, se hace énfasis en los procesos de

relajacion al estado basal.!

Relajacion (1012 s)

S1

“aT

kr
hVF km— ’
|
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Figura 4.3. Diagrama simplificado de Jablonski que ilustra el significado de tiempo de vida y rendimiento cuantico donde
k: es la tasa emisiva o constante de decaimiento del fluoroforo y ki es la constante de decaimiento no radiativo.

Las constantes k, y k,,,- representan la tasa emisiva de radiacion y la tasa de decaimiento no
radiativa, respectivamente. Las propiedades asociadas a estas constantes disminuyen la
poblacion en el estado excitado causando que la fraccion de fluoréforos que decaen por

medio de la emision de fluorescencia este dada por la ecuacion 4.12:
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k
O =—27= Ec. 4.12
r+kny

El rendimiento cuantico de fluorescencia es cercano a la unidad si la tasa de decaimiento no
radiativa es menor que la tasa de decaimiento radiativa, cabe decir que el rendimiento siempre
sera menor a la unidad debido a las pérdidas de Stokes (luz emitida de menor frecuencia que

la luz absorbida en la misma transicién).!

Por otro lado, la determinacion experimental del rendimiento de fluorescencia de un
fluoroforo se realiza mediante una comparacion con el rendimiento de un fluoréforo estandar

conocido como se muestra en la ecuacion 4.13:

_ I ODg OD?
O = Oy " oD Ec. 4.13

donde, I e I son las intensidades integradas de los espectros de emision de la muestra y el
estandar respectivamente, 0Dy es la densidad dptica o absorbancia del estandar y OD es la
muestra a la longitud de onda de excitacion, y n el indice de refraccion en el que se midio la
muestra y el fluor6foro estandar. Ambos fluoréforos son medidos bajo las mismas
condiciones con una absorbancia < 0.1 para evitar efectos de frente de celda, reabsorcion e

interacciones moleculares.!

El tiempo de vida del estado excitado se define como el tiempo promedio en el que la
molécula en disolucion permanece en el estado excitado. Para un fluordforo el tiempo de vida

se define como el inverso de todas las constantes cinéticas que desactivan al estado excitado:

1 _ 1
kr+knr krotal

T= Ec. 4.14

Finalmente, las moléculas no tienen el mismo tiempo de vida o no decaen con el mismo

tiempo de relajacion haciendo que la emision de fluorescencia sea un proceso aleatorio.

4.6.3. Efectos del disolvente

La polaridad y la velocidad de relajacion del disolvente, los cambios conformacionales, el

ambiente local, las reacciones en el estado excitado, entre otros tienen un profundo efecto en
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el espectro de emision de los fluoroforos. La emision de los fluordéforos generalmente ocurre
a longitudes de onda mayores que la absorcion. Esta pérdida de energia se debe a una
variedad de procesos dindmicos que ocurren después de la absorcion de la luz. Cuando un
fluoroforo es excitado, el exceso de energia vibracional es rapidamente cedido al disolvente
(Figura 4.4). Si el fluor6foro es excitado a un estado singulete S», rapidamente decae al estado
S1 en un tiempo de 1072 s debido al proceso de conversion interna. Los efectos del disolvente
cambian esta emision a niveles de energia aun mas bajos debido a la estabilizacion del estado
excitado por causa de las moléculas polares del disolvente. En algunas ocasiones, el
fluoroforo tiene un momento dipolar més grande en el estado excitado (lg) que en el estado
basal (uB). Después de la excitacion, los dipolos del disolvente pueden reorientarse o relajarse
alrededor del pg, lo cual baja la energia del estado excitado. Si la polaridad del disolvente
aumenta, este efecto se hace mayor, también resultando en la emision a energias mas bajas o

mayores longitudes de onda’.

Conversion Interna
(1012s) Relajacion Vibracional
(10125)

L

S2

[ —
-
.

Disolvente menos polar

f‘a\ Disolvente mds polar

H . | Relajacién del Disolvente
thé hv'r (1014 s- 10%)

—1— — \/

S0 ———

Figura 4.4. Diagrama de Jablonski para fluorescencia con relajacion del disolvente.

A temperatura ambiente, la relajacion del disolvente ocurre entre los 10-100 ps'.

4.7. Espectroscopia con resolucion temporal

La espectroscopia resuelta en el tiempo estudia diversos fenémenos fotofisicos y
fotoquimicos que experimenta una molécula en solucion después de ser irradiada con pulsos
laser ultracortos en funcion del tiempo!. Procesos dindmicos como la relajacion electronica

y vibracional de los estados excitados de la molécula transcurren a escalas de tiempos muy
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cortos que van desde los femtosegundos a los picosegundos. Una de las técnicas mas
ampliamente usadas en este tipo de espectroscopia es la técnica de suma de frecuencias, la
cual se caracteriza por ser una técnica de inicio-prueba en donde el pulso que monitorea los
fenomenos de relajacion del estado excitado de la molécula presenta un retraso temporal

respecto al pulso de inicio, el cual genera la excitacion de la misma.

4.7.1. Resolucion de fluorescencia por suma de frecuencias

Como se menciond anteriormente, por medio de la resolucion por suma de frecuencias es
posible estudiar la dindmica de relajacion electronica y vibracional que presentan los estados
excitados de las moléculas en tiempo real. Esta técnica se caracteriza por emplear pulsos
ultracortos (100 fs) que aumentan la resolucién temporal a una escala de femtosegundos y es
una técnica espectroscopica denotada como método de inicio-prueba.'*® Este método

consiste en dividir en dos pulsos (inicio y prueba) el haz que proviene del amplificador.

El pulso de inicio recorre un camino diferente al pulso de prueba y es el encargado de
excitar la muestra; el pulso de prueba presenta un retraso temporal respecto al pulso de inicio,

este retraso puede ser expresado por:

A
At = Tx Ec.4.15

donde Ax es la diferencia de distancia que existe entre los dos pulsos y At es dependiente de
la sefial del detector. La grabacion de la sefial para diferentes retrasos permite monitorear la
dindmica de relajacion de la molécula. En la Figura 4.5 se ilustra el arreglo Optico para la
técnica de resolucion de fluorescencia por suma de frecuencias, este consiste en la division
de los dos pulsos, cada uno con un camino 6ptico totalmente diferente. El pulso de inicio en
el presente trabajo tiene una longitud de onda de 380 nm (excitacion de la nicotinamida) o
266 nm (excitacion de la adenina). Este pulso excita la muestra, la fluorescencia es colectada
y enfocada por un par de espejos parabdlicos denotados como EP; y EP; al cristal de f-BBO,
un elemento Optico no lineal, uniaxial negativo que permite el ajuste de fases. El pulso de
prueba es enfocado en la misma region de este, donde se satisface la condicion de ajuste de

fases y se genera la suma de frecuencias que es proporcional a la intensidad de emision en el
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momento que llega el pulso de prueba. El decaimiento resuelto en el tiempo es obtenido
midiendo la intensidad de la sefial de suma de frecuencias que es registrada a su vez por dos
detectores fotoeléctricos: un fotomultiplicador que registra intensidades bajas y por un
fotodiodo que registra intensidades altas. La sefial de este tipo de detectores esta pulsada, por
lo tanto es necesario combinar estos detectores con un osciloscopio para monitorear la
evolucion temporal de la sefal. Finalmente, las sefiales modeladas provenientes de la
combinacion del detector-osciloscopio son muy débiles, por lo que es necesario recurrir a un

detector lock-in para su posterior amplificacion.

Etapade
E retraso

E Pulso de
prueba

Cristal de

Pulso de
excitacién é}’b
&
&
o
— & ,
a « EP:
[ —
Muestra

Figura 4.5. Esquema de suma de frecuencias donde se observan la sefial resultante en color violeta, el pulso de prueba en
color rojo y la fluorescencia en color verde. EP1 y EP2: espejos parabolicos, E: espejos, L: lente.

Ahora bien, en el cristal de optica no lineal de S-BBO tanto el pulso de prueba como la
fluorescencia deben ingresar con la polarizacion en el eje ordinario del cristal birrefringente,
y la sefial de suma de frecuencias sera irradiada con una polarizacion perpendicular a esta

direccion. Por lo tanto, la resultante de la suma de frecuencias esta dada por:
Wgr = Wp + (O] Ec.4.16

donde wp es la frecuencia del pulso de prueba y wp es la frecuencia de fluorescencia que se

quiere detectar. Por otro lado, la condicion de ajuste de fases estd dada por la suma de los
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— —
vectores de onda de fluorescencia kg y del pulso de prueba kp como se muestra en la ecuacion

4.17:
I_C)SF = I_C)P + EF Ec.4.17

En la Figura 4.6 se muestra un esquema de condicion de ajuste de fases o suma de frecuencias

en un cristal de §-BBO, que explica de forma ilustrativa lo anteriormente escrito.

Pulso de [-BBO
Prueba ==

Fluorescencia & :

Figura 4.6. Esquema de suma de frecuencias en un cristal de $-BBO. El angulo 6 representa el angulo de ajuste de fases y
y representa el angulo entre el pulso de prueba y fluorescencia.

Debido a que la intensidad del pulso de prueba es constante, la sefial que se obtiene de la
suma de frecuencias dependerd de la intensidad de emision detectada al tiempo en que el
pulso de prueba llega al cristal. Esta sefial es proporcional a la poblacion del estado que es
responsable de la emision de luz. En este trabajo, estos estados son el primer singulete

excitado de la adenina y el primer singulete excitado de la nicotinamida.

4.7.2. Generacion de segundo y tercer armdnico

Las intensidades de la luz por lo general son débiles o moderadas con una radiacion
convencional de varios W/m?. Esta puede interactuar con la materia ya sea por reflexion,
refraccion, dispersion o absorcidon, con poca o ninguna modificacion en la frecuencia. Una
gran variedad de fenémenos pueden ocurrir cuando la luz intensa interactiia con la materia,

dando lugar a la creacion de nuevos haces de diferentes longitudes de onda (6ptica no lineal).

Las interacciones no lineales en cristales permiten la generacion del segundo y tercer

armoénico, asi como armoénicos mas altos. Esto indica por ejemplo, que cuando la radiacion

32



intensa de frecuencia  se centra en un cristal, dos componentes se generan: la radiacion de
la frecuencia incidente ® y la radiacion equivalente a dos veces la frecuencia incidente (2),
denotado segundo armonico. Por otro lado, la generacion del segundo armonico junto con la

radiacion intensa de frecuencia o centrada en un cristal, generan el tercer armonico (3®).
Un campo eléctrico débil E provoca en un material una induccion eléctrica D donde:

D =F+ 4nP Ec.4.18

que depende de la polarizacion del medio como se observa en la ecuacion 4.18. Por ello, para
una pequefia cantidad de luz la polarizacioén inducida en el material depende linealmente de

la intensidad del campo eléctrico E:
P(E) = xWE Ec.4.19

donde x™ se denomina susceptibilidad eléctrica de primer orden y representa la respuesta
lineal utilizada en dptica no lineal. Ahora bien, cuando la intensidad del campo eléctrico E
aumenta, la polarizacion del medio ya no es linealmente dependiente de E y puede ser

expandido en series de Taylor:
P(E) = go[xWE + xXPE? + xX®E3 + -] Ec.4.20

donde cada término depende de la susceptibilidad del orden n-ésimo y se caracteriza por ser
una cantidad compleja que contiene toda la informacion sobre las propiedades Opticas del

material dieléctrico como el indice de refraccion y el coeficiente de absorcion.

Si se desarrolla el caso sencillo de una onda incidente monocromatica y linealmente

polarizada E = Eycoswt. La polarizacion inducida hasta el tercer orden se escribe:
P(t) = go[xVEqcoswt + X PEZcos?wt + XDE§cosdwt + - | Ec.4.21

En la ecuacion 4.21 pueden identificarse los términos asociados a los distintos fendmenos no
lineales por ejemplo, la generacion del segundo armoénico corresponde a la oscilacion de 2w
donde se pone en manifiesto que su intensidad sera proporcional al cuadrado de la onda
incidente. Se pueden separar por tanto, las contribuciones a P(t) oscilando a las frecuencias

de 0, w, 2w y 3w de la siguiente forma:
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pO) — %OX(Z)EZ Ec.4.22

P@)(t) = g, [X(l) E, + %XB) ES] coswt Ec.4.23
Po)(¢) = %OX(Z)EZCOSZa)t Ec.4.24

El término P(©) representa una contribucién estacionaria que implica la aparicion de un
potencial eléctrico constante proporcional a la susceptibilidad del segundo orden. Se trata de
un proceso de rectificacion Optica, por lo que ante la excitacion del campo oscilante a

frecuencia w, el material responde con una perturbacion estacionaria. Los términos P2®)

y
PGB corresponden a la generacion del segundo y tercer armonico respectivamente, de la luz
incidente. La intensidad de ambos armoénicos es proporcional al cuadrado y al cubo,

respectivamente, de la intensidad incidente.

El término P(“’)incluye la respuesta lineal PL(w) = goxVE,coswt, junto con el término

. w . . . .y .
no lineal PIS L ) que modifica la respuesta a la frecuencia de excitacion y se traduce en cambios

del indice de refraccion.*?

La generacion del segundo armonico viene controlada por lo que se conoce como ajuste
de fases. La onda incidente caracterizada por tener una frecuencia w y un vector k; generan
una onda de polarizacion no lineal a una frecuencia 2w, y un vector 2k, . Esta polarizacion
induce a la generacion del segundo armonico de frecuencia w, = 2w, y vector k, que no es
igual a 2k, . Esto indica que la fase de la onda de polarizacién (2k;) es generalmente
diferente de la fase de onda generada del segundo armodnico (k,). La condicion de ajuste de

fases se cumple solo cuando:
2k1 = k2(2w1) = kl(wl) + kl(wl) Ec.4.26
Y puede ser escrita de forma general como:

k3 ((1)3) = kl(wl) + kz ((1)2) Ec.4.27
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La generacion de segundo armonico es un caso especial de la interaccion de tres ondas. Dos
ondas incidentes de frecuencia w; y w, que interaccionan en un cristal no lineal y generan la
suma de w3 = w; + w, o la diferencia w3 = w; — w,. Finalmente, la generacion del tercer
armonico se obtiene con la generacion del segundo armoénico, seguido de la suma de

frecuencias del haz fundamental y el segundo arménico.>¢

4.7.3. Anisotropia de fluorescencia

Las medidas de anisotropia se basan en el principio de excitacion fotoselectiva de fluor6foros
por luz polarizada. Si abordamos la excitacion con luz polarizada en las moléculas, la emision
de muchas de éstas también esta polarizada. El grado de polarizacién de la emision se
describe en términos de la anisotropia (7). El origen de este fenomeno se basa en la existencia
de momentos de transicion para la absorcion y emision, los cuales se encuentran a lo largo
de direcciones especificas en la estructura del fluor6foro. En soluciéon homogénea, los
fluoréforos que se encuentran en un estado basal estan orientados al azar. Cuando se exponen
a la luz polarizada, aquellos fluor6foros que tienen sus momentos de transicion de absorcion
orientados a lo largo del vector eléctrico de la luz incidente, son excitados, de ahi el estado

excitado esta parcialmente orientado.

La emision puede llegar a despolarizarse mediante una serie de procesos dependiendo de
la molécula que se esté estudiando. Todos los cromoforos tienen momentos de transicion que
ocurren a lo largo de un eje molecular. La difusion rotacional cambia la direccion de los
momentos de transicion y es una causa comun de la despolarizacion. Las mediciones de
anisotropia revelan el desplazamiento angular del fluoréforo que se produce entre la
absorcion y la posterior emision de un foton. Este desplazamiento depende de la velocidad y
el grado de difusion rotacional durante el tiempo de vida del estado excitado. Ademas, puede

llegar a brindar informacién acerca del tamafio, la forma y la flexibilidad de la molécula.'*

Para la mayoria de los experimentos de esta tesis, el sistema molecular es excitado con luz
polarizada verticalmente. El vector de la luz de excitacion estd orientado de forma paralela

al eje vertical o al eje z. La intensidad de la emisién se mide a través de un polarizador.
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Cuando el polarizador de emision esta orientado en paralelo (II) a la direccion de la excitacion
polarizada, la intensidad observada se llama I;. Asimismo, cuando la polarizacién es
perpendicular (1) a la excitacion, la intensidad se llama I, . Estos valores de intensidad son

usados para calcular el valor de anisotropia:

— h-L
IL+21,

Ec.4.28
La anisotropia se caracteriza por ser una propiedad adimensional que no depende de la
intensidad total de la muestra que se esta analizando. Esto se debe a que la diferencia (I —
I,) estd normalizada por la intensidad total (I; + 21, ). Para la mayoria de los fluoréforos los
valores de anisotropia son inferiores a 0.4, y en general tienden a variar con el cambio en la
longitud de onda de excitacion. Esto es explicado por el angulo § formado por los momentos
dipolares de transicion de absorcion y emision el cual puede ser obtenido de la ecuacion 4.29.

La ecuacion expresa la anisotropia fundamental de un fluoréforo en ausencia de cualquier

movimiento de difusion rotacional.

__ 2 (3cos?B-1
To = E T Ec.4.29

Finalmente, en algunas moléculas el componente paralelo presenta un decaimiento inicial
mas rapido en comparaciéon con el componente perpendicular debido a la rotacion del

momento de transicion del fluoroforo fuera de la orientacion vertical. !

4.7.4. Convolucion y ajuste de datos

Después de obtener los datos experimentales por la técnica de suma de frecuencias, es
necesario conocer los tiempos de vida que presentan cada uno de los procesos de relajacion
de la molécula. En este caso, conocer el tiempo que presenta el proceso de TE, el decaimiento
de la adenina y por ende el decaimiento de la nicotinamida, asi como la relajacion del
disolvente. Para ello hay que tener en cuenta, que la sefal que se obtiene por la técnica de
suma de frecuencias es el resultado de una convolucion de tres funciones (Figura 4.7): la
funcion gaussiana de la intensidad del pulso de prueba I,, la funcién gaussiana de la
intensidad del pulso de inicio I; y la funcidon de decaimiento exponencial de fluorescencia
que se detecta por medio de la técnica. Por lo tanto, la integral que define la convolucion de

estas tres funciones esta expresada como se muestra:
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(o] (o] _ﬂ
L) = [ {[ L (). L,(t—thdt'}.e” = dt Ec.4.30

La integral que se encuentra entre llaves corresponde a la sefial de correlacion cruzada entre
los pulsos de inicio y prueba, el ultimo con tiempo de retraso respecto al pulso de inicio
denotado como t,.. Cabe mencionar que por medio de la correlacion cruzada entre estos dos
pulsos se determina la funcion de respuesta del equipo (IRF, por sus siglas en inglés:
Instrumental response function) y finalmente, t' y t son variables auxiliares para la

convolucion'.

L(t)

Io(t,) fHfeeesiemeeseenmsnennnaneansd !

Figura 4.7. Decaimiento de fluorescencia por la técnica de suma de frecuencias.

Para analizar finalmente los datos se busca encontrar el valor de t para cada uno de los

procesos de relajacion de la molécula en estudio, es por ello que se resuelve la forma analitica

de la ecuacion denotada como:

1 VIn16 b AZD? _pe
Ii(t,) = >-C [2 — erfc (tr Zt — At 2«/@)] PrarTradi Ec.4.31

donde At es el ancho del pico a la mitad de la altura maxima (FHWM,. = o,..2.35), b es

1/7, c es la amplitud del decaimiento exponencial, t, es el tiempo de retraso y erfc es la

funcion de error complementaria.
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4.7.5. Espectros de emision resueltos en el tiempo

Los espectros de emision resueltos en el tiempo (TRES, por sus siglas en inglés: Time-
Resolved Emission Spectra) se emplean para dar seguimiento a los efectos inducidos a causa
del disolvente y para observar la evolucion temporal que presentan los estados excitados de
una molécula con el cambio de longitudes de onda. La forma de obtener los espectros de
emision resueltos en el tiempo es indirecta. El procedimiento comienza con la medicion de
los decaimientos resueltos en el tiempo en una serie de longitudes de onda a través del
espectro de emision I(4,t) que presenta la molécula a estudiar. Los decaimientos son
dependientes de la longitud de onda. Para el célculo de TRES, los decaimientos son

analizados en términos de un modelo multiexponencial:

t
I(4Lt) =Y1 a;(De "» Ec.4.32

donde 1(4,t) son los decaimientos de intensidad correspondientes a cada longitud de onda,
a;(1) son los factores pre-exponenciales, T;; son los tiempos de decaimiento con
Y. a;(1) = 1 Los tiempos de decaimiento pueden ser dependientes o independientes de cada
longitud de onda. Se normaliza un nuevo conjunto de decaimientos para que la intensidad a
cada longitud de onda sea igual a la del espectro estatico de emision a esa longitud de onda.

Si suponemos que F (1) es el espectro estatico de emision, se calcula la funcion H (4) usando:

- __FA
HA) = Iy 1A t)at Ec.4.33
El cual para un andlisis multiexponencial tiene la forma:
H() = —t&B .

Y ai(Dr(Ddt

En estas ecuaciones el término H(4) es un factor que cuando se multiplica por la intensidad
integrada en el tiempo a la misma longitud de onda, es igual a la intensidad del espectro
estatico de emision a esa longitud de onda. Entonces, las funciones de intensidad

normalizadas, que son usadas para calcular TRES, estan dadas por:

t

'Y = H)IA,t) = 3 ' ;(De i Ec4.35
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Donde a';(1) = H(A)a;(A). Los valores de I'*® se pueden utilizar para calcular la
intensidad de cualquier longitud de onda y tiempo por lo que permite el calculo de TRES. La
ventaja de este proceso es que los valores de I'*® son las funciones de respuesta corregidas
para las distorsiones que se presentan a causa de la convolucion por parte de la funcion de
respuesta del equipo. Para concluir esta parte, la dependencia en tiempo de los
desplazamientos espectrales y la forma de TRES se utilizan para determinar la naturaleza de

los procesos de relajacion.!

4.8. Resonancia Magnética Nuclear-ROESY

La tesis involucra estudios del NADH en conformaciones plegada y desplegada. Para
confirmar la existencia de una poblacion de moléculas plegadas en las soluciones acuosas,
se realizaron observaciones por RMN-ROESY en dichas muestras. En esta seccion se
describe brevemente el fundamento de estos experimentos. Cuando uno de dos espines,
denotados como I y S, interactiia con el dipolo magnético del otro tiene lugar un fenomeno
de interaccion dipolo-dipolo denominado relajacion cruzada, por el que se transfiere
magnetizacion a través del espacio de un espin al otro. Por lo tanto, la intensidad de la sefial
del espin I debe cambiar cuando se perturba el estado de equilibrio del espin vecino. La
perturbacion puede realizarse mediante saturacion o inversion con pulsos de radiofrecuencia.
El cambio de interaccion que resulta de esta interaccion dipolar se denomina efecto nuclear

Overhauser (NOE-por sus siglas en inglés Nuclear Overhauser Enhancement).

Cuando la magnetizacion de los espines estd confinada en el plano Xy del sistema de
coordenadas, que rota con la velocidad del movimiento de precesion de los nucleos (denotado
como sistemas de coordenadas giratorio, rotating frame), mediante la aplicacion de un pulso
largo y de potencia intermedia (pulso de confinamientos, spin-lock), la relajacion dipolar
conduce al denominado efecto Overhauser nuclear en el sistema rotatorio (ROE-Rotating
frame Overhauser Enhancement). El experimento tiene la ventaja de que el ROE siempre es
positivo independientemente del tamafio de la molécula y de la frecuencia del equipo. Por lo
cual se usa normalmente para detectar interacciones dipolares entre protones que pertenecen

a moléculas de tamafio intermedio, para las que los NOEs son muy pequefios.*’
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Existe ROESY monodimensional (1D) y bidimensional (2D). En el 1D se usa un pulso
selectivo (90° o0 270°) que afecta al espin al que se le quiere medir un efecto NOE como se

muestra en la figura 4.8a y usando un pulso 7'[/2 no selectivo y agregando un tiempo de

evolucion A se da la 2D (Figura 4.8b).

a) 909¢270°

‘r—mﬁ ﬂ ﬂUnU/\UnUAVA

b)
90°

A

Figura 4.8. Secuencia de pulsos a) ROESY en 1D b) ROESY en 2D.

En la Figura 4.8a, el primer periodo estd relacionado al tiempo de perturbaciéon donde el
sistema de espines se saca del equilibrio mediante una secuencia de pulsos. El segundo
periodo (tiempo de mezcla-t,,), representa el tiempo en el cual se perturba al sistema con
diferentes campos para lograr resaltar ciertas interacciones entre los diferentes sistemas de
espin de la muestra. El ultimo periodo es el tiempo de deteccion en donde se detecta la sefal
emitida por parte de la muestra. La secuencia de pulsos de ROESY 2D (Figura 4.8b) presenta
un periodo mas que corresponde a un tiempo de evolucion donde se deja evolucionar los
sistemas de espin de la muestra bajo sus propias interacciones por un tiempo variable del

experimento. %
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5. METODOLOGIA

En este capitulo se alude a los diferentes detalles que se tuvo en cuenta a la hora de realizar la
parte experimental del trabajo de investigacion. Se describen las metodologias usadas para
obtener los espectros de absorcion, excitacion y emision que hacen parte de la espectroscopia
estatica, ademas, se incluye el esquema desarrollado de segundo y tercer armodnico en la técnica
de suma de frecuencias. Finalmente, se explican las condiciones en las que se obtuvieron los

espectros ROESY por resonancia magnética nuclear.

A continuacidn, se representa de forma simplificada la metodologia que se llevo a cabo en este

trabajo de investigacion:

«'H-RMN
*ROESY

* Absorcion
*Emision
«Excitacion

*Suma de frecuencias
* Anisotropia de Fluorescencia
*Evolucion espectral

*PhotochemCAD

5.1. Reactivos y sustancias quimicas

El NADH se adquiri6 de Sigma Aldrich con una pureza >99% por tal razon no hubo necesidad
de recristalizar. El metanol se adquiri6 de igual forma en Sigma Aldrich con calidad HPLC. Para
la preparacion de la solucion amortiguadors (pH=7.4) se trabajo con reactivos altamente puros,
estos reactivos fueron fosfato de potasio monobasico (KH2POs) y fosfato de sodio dibésico

(NaxHPOg4), reactivos de igual forma adquiridos en Sigma Aldrich. Por otro lado se utilizé agua
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Milli-Q tipo I (agua ultrapura libre de iones). Todas estas sustancias fueron altamente puras para
evitar cualquier tipo de contaminacion que pudiera alterar el estudio a la hora de realizar la parte
experimental. Finalmente, las muestras fueron preparadas al momento de hacer la medicion, al

igual que las mezclas amortiguador:metanol.

Las muestras de NADH en metanol como en solucion amortiguadora fueron preparadas
al momento de hacer la medicion por el equipo de Resonancia Magnética Nuclear. Se empled
un equipo Bruker, Avance III HD, de 700 MHz, equipado con criosonda TCI 700 H-C/ N-D
de 5 mm y un muestreador automatico sample Jet. Las muestras fueron preparadas en tubos
de 5 mm, se tomaron aproximadamente 0.7 ml de una soluciéon de NADH de concentracion

10 mM en amortiguador de fosfatos y metanol deuterado.

Los datos de 'H- RMN tanto en amortiguador como metanol fueron colectados con una
secuencia de pulsos de zg30 (excitacion de la muestra con un pulso de 30° y reduccion del

retardo), a una temperatura de 298 K y con un tiempo de adquisicion de 23232 s y 16 scans.

Por otro lado, los datos de RMN-ROESY del NADH en amortiguador deuterado fueron
colectados con una secuencia de pulsos selrogp (ROESY selectivo con gradientes) a una
temperatura de 298 Kelvin, con un tiempo de adquisicion de 2499 s y 2304 scans. Los datos
de RMN del NADH en metanol deuterado conservaron la misma secuencia de pulsos y se
midieron a la misma temperatura, solo que en esta solucion el tiempo de adquisicion fue de
2324 s y el namero de scans de 2048. Todos los espectros ROESY se adquirieron con un
tiempo de mezcla-t,, de 400 ms. Finalmente, los datos se analizaron en el programa

MestReNova 8.1 y se apodizaron con funciones exponenciales de 1.5 KHz.

5.2. Espectroscopia estatica

Los espectros de absorcion, se obtuvieron en el espectrofotometro Cary-50 (Varian) del Instituto
de Quimica-UNAM, en una celda de cuarzo de 1 cm de paso dOptico. Las absorbancias obtenidas
estuvieron en un valor menor a 0.1 y la temperatura a la cual se llevo a cabo la medicion fue de

20 £ 1 °C (temperatura ambiente).
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Los espectros de emision y excitacion se adquirieron en el fluorimetro Cary Eclipse (Varian),
de igual forma se tomaron con una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico y a una temperatura
ambiente de 20 £ 1 °C. Estos espectros se tomaron de las soluciones preparadas con un valor de
absorbancia inferior a 0.1 mencionadas anteriormente, para evitar problematicas como

reabsorcion y frente de celda que conllevan a datos erroneos.

5.3. Espectroscopia con resolucion temporal

Por medio del oscilador de titanio:zafiro (NJA-5 Clark Marx Corporation, Coherent Inc) el cual
es alimentado por un laser de diodos neodimio:vanadato (Verdi V-5, Coherent Inc) de 5W de
potencia y 527 nm, se obtuvieron pulsos ultracortos con polarizacion horizontal por medio del
amarre de modos. Pulsos con propiedades de 150 fs de duracion, frecuencia de repeticion de 100

MHz, energia por pulso de 3 nJ y una longitud de onda de 800 nm (Figura 5.1).

cMm3
Titanio: Zafiro
cmM1 D'{\
PM3
Prisma
cm4
Fotodiodo
pMm1 / /7 Prisma
/ / pwiz Slit CHiE
Haz

Continuo de

Bombeo

Figura 5.1. Esquema del oscilador de titanio:zafiro utilizado en el trabajo de investigacion. PM: espejos que dirigen el haz de
bombeo, L: lente, CM: espejos de la cavidad, DH: divisor de haz.

Después, para incrementar la intensidad de los pulsos, estos pasaron por un aislador de Faraday
compuesto por un periscopio, un plato de retardo y un rotor de Faraday donde se conservo la

polarizacion horizontal y se dirigié al expansor en donde el pulso se alargd temporalmente con
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un tiempo de duracion de 250 ps. Antes de entrar al amplificador, el pulso pas6 por un periscopio
el cual cambio la polarizacion a vertical. En el amplificador, el pulso gan6 potencia con la ayuda
de dos celdas pockels que permitieron que este realizara varias vueltas pasando por el cristal de
titanio:zafiro alimentado por otro laser de diodos neodimio:YAG (ORC-100, Clark MRX) de
S5W de potencia y 532 nm. Finalmente, para llegar al compresor, el pulso pasé primero por un
telescopio de Galileo y después por un periscopio el cual cambio la polarizaciéon de vertical a
horizontal. En el compresor, se restablecio la duracion del pulso por medio de un juego de espejos
en v y una rejilla de difraccion. Al final, este salié del amplificador regenerativo con una
frecuencia de repeticion de 1KHz, una duracion de 150 fs y 800 nm de longitud de onda (Figura

5.2)

Oscilador Espejo Espejo env

Aislador de
Faraday Espejo

: ) f roreflector
Espejo env
fEspeloeny ... N\ Rejilla de
' difraccién
Rejilla de
s difraccién

Periscopio

\

Espejoenv

Periscopio

IFJ Polarizador g_l]

Celda Pockels
A4

Titanio: Zafiro

O—11

Plato de Celda Pockels
Retardo A./4 A4

Polarizacién
vertical

Haz
Continuo de
Bombeo

Polarizacién
horizontal

Figura 5.2. Esquema del amplificador: expansor, amplificador y compresor.

5.3.1. Resolucion de fluorescencia por suma de frecuencias

Después de obtener las condiciones para llevar a cabo la técnica por suma de frecuencias, el haz

proveniente del amplificador regenerativo y con una polarizacion horizontal se separd por medio
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de dos divisores de haz, el primero llevo al haz (fundamental-800 nm) a una platina de retraso
en donde se transform¢é de un retraso espacial a un retraso temporal (color rojo). El segundo haz,
el cual paso por un segundo divisor de haz generd un segundo armoénico (color azul) por medio
de un cristal de f-BBO, pasando antes por un filtro de densidad, el cual controla la intensidad de
la luz. El tercer armodnico (color violeta) se generd gracias a la otra fraccion proveniente del
segundo divisor de haz, la cual junto con el segundo armoénico generado y con la misma distancia
recorrida en caminos Opticos llegaron al segundo cristal de f-BBO. Para compensar la dispersion
temporal que sufre el pulso al pasar por los diferentes elementos Opticos, el tercer arménico se
dirigié a un arreglo de prismas, alli se imprimi6 GDD" (Anexo 8.1.7), logrando que se
reestablecieran las propiedades temporales del pulso. Debido a que el haz va con una polarizacién
horizontal, fue llevado a un plato de retardo para cambiar su polarizacion a vertical. Antes de
este cambio de polarizacion, paso por una hélice dptica o chopper que tiene como funcion ser un
modulador optico con una frecuencia de repeticion de 1/3 KHz. Por otro lado, el haz
fundamental, antes de llegar al cristal de suma de frecuencias, también cambid su polarizacion a

vertical debido a otro plato de retardo.

Tanto el haz de segundo armoénico como el de tercero fueron enfocados a una celda de cuarzo
en donde se encontraba fluyendo de forma continua la muestra de NADH en metanol o
amortiguador. La fluorescencia que se generd en la celda, se recolectd y enfoco por dos espejos
parabodlicos. La sefal a su vez pas6 por un filtro, el cual eliminé las contaminaciones del pulso
de inicio y se enfocd al cristal de suma de frecuencias. La sefial resultante o la suma de
frecuencias de la fluorescencia generada por la muestra y el haz fundamental se dirigieron
finalmente a un monocromador doble. Después se transform6 a una sefial eléctrica y se amplifico
por medio de un fotomultiplicador y un amplificador lock-in, respectivamente. Con la suma de
frecuencias transformada en sefial, se obtuvo cada uno de los decaimientos correspondientes a la
dindmica molecular de las conformaciones del NADH. La Figura 5.3 ilustra el esquema completo

de la técnica de suma de frecuencias.
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Figura 5.3. Esquema completo del arreglo dptico para la técnica de suma de frecuencias.

5.4. Transferencia de Energia-Forster

Los calculos de eficiencia de la transferencia de energia se obtuvieron con el programa

photochemCAD. Los espectros de emision del donador y de absorcion del aceptor fueron

elementales en el calculo. Por otro lado, se necesitd de parametros de entrada en el programa

para que el célculo se determinara de forma eficiente. Los valores que se tomaron en cuenta

fueron los siguientes:

= Indice de refraccion: Con un valor de 1.33 el cual es el caracteristico del medio en el que

realizamos las mediciones de absorcion y excitacion (solucion amortiguadora).

* Rendimiento cuantico de fluorescencia: con un valor de 6.8X107 y el cual hace alusion

al rendimiento cuantico del donador (adenina) en ausencia del aceptor (nicotinamida).

» Coeficiente de extincion molar del aceptor: Con un valor de 6200 M'em™.
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= Longitud de onda de absorcion del aceptor: 340 nm, maximo de absorcion de la

nicotinamida en el NADH.

Teniendo fijos estos valores, se variaron otros como: la distancia entre los dos nucleotidos,
expresada en armstrong (A), el tiempo de vida del donador expresado en fs y el factor de
orientacion (x), un parametro que depende de la orientacion de los momentos dipolares de

transicion del donador y el aceptor. Finalmente, con los pardmetros establecidos para el calculo,

se determino la eficiencia del proceso de TE.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se consideran los diferentes resultados obtenidos en el estudio de la fotofisica
molecular del NADH en sus conformaciones plegada y desplegada. Por Resonancia
Magnética Nuclear-ROESY se confirma el plegamiento de la molécula. A partir de los
espectros de excitacion de espectroscopia estatica se logra tener una nocion de la TE tanto en
la conformacion plegada como la desplegada. Por espectroscopia temporal se establecen los
tiempos de vida de fluorescencia del NADH tanto en solucion amortiguadora como en
metanol, ademas se observa en tiempo real la TE que existe en la conformacion plegada y el
decaimiento ultrarrapido del estado excitado de la adenina. Finalmente, mediante el
modelado de Forster y los demas resultados obtenidos se da respuesta a qué tan sensible es

la adenina con la distancia.
6.1. Resonancia Magnética Nuclear-ROESY
Los espectros de 'H-RMN (Figuras 6.1 y 6.2) muestran claramente las sefiales caracteristicas

generadas por los protones de las soluciones de NADH en solucion amortiguadora y metanol

respectivamente, para la interpretacion de las correlaciones existentes por ROESY.
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Figura 6.1. Espectro de 'H-RMN del NADH en solucién amortiguadora (700 MHz).
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Podemos apreciar las diferentes sefiales para cada uno de los protones correspondientes de
los nucledtidos de adenina y nicotinamida reducida. Observamos que las sefiales de los
protones de Ag y Az se encuentran a campos bajos (8.0-8.7 ppm), por otro lado, las sefiales
correspondientes a los protones de las ribosas estdn en un intervalo entre 4.0-7.0 ppm. La
sefal correspondiente a los protones de N4 presenta una particularidad, y es que se observa
un sistema AB debido a que se presenta una constante de acoplamiento pequeia, ademas, se
hace alusion a una inequivalencia por parte de los protones unidos al carbono denotado como
Nasdebido al apilamiento de la molécula, ya que uno se orienta hacia la direccion de la adenina
por anisotropia magnética o apantallamiento paramagnético (aumenta el campo que crea un
desplazamiento a campo bajo) y el otro estd orientado en sentido opuesto a este, como se
observa, se caracteriza por presentar sefiales con intensidades altas y en sus extremos

intensidades bajas denotadas como sefiales satélite.’
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Figura 6.2. Espectro de 'H-RMN del NADH en metanol (700 MHz).

La Figura 6.2 muestra las sefiales correspondientes a los protones del NADH cuando se
encuentra en metanol, las sefiales de los protones de Ag y A> se mantienen a campos bajos.
Por otro lado, las sefiales de los protones correspondientes a las ribosas se encuentran entre
4.0-7.0 ppm. Con metanol, las sefiales de todos los protones tienden a desplazarse muy poco

a campos mas bajos. Debido a la conformacion desplegada de la coenzima en metanol, la
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sefial de N4 se desplaza a 3.0 ppm y los protones son equivalentes obteniendo una sola sefial

con sus satélites como se observa en el espectro.

Teniendo clara la sefalizacion de cada uno de los protones del NADH en metanol y buffer,

se obtienen los espectros de ROESY como se ilustra en la Figuras 6.3 y 6.4
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Figura 6.3. Espectros ROESY del NADH en solucién amortiguadora (700 MHz).
En la Figura 6.3 se observan los diferentes espectros ROESY del NADH en amortiguador.

En ellos se ilustra la irradiacion de algunos de los protones caracteristicos de los nucle6tidos

adenina y nicotinamida y del protén de la ribosa unida a la adenina. A continuacion se
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muestran las correlaciones de cada uno de ellos donde Ax, Nx, Ny y Ay denotan los protones

unidos a los carbonos del NADH:

s A8 _)AZaNZa ,17 N6> ,27 139 ,57 NéaNéaNéll-a N,5

b AZ - NZa Nia ,17 NS) N4> Néa Né’l-a N’5

s N2 _)A89A2a ,39 N55N49 NésNésN:}s Ng

s All - A89 AZ’ N69 N4-s N’29 N’39 N4’1-9 NIS» Nis ,2’ ,35 ,5’ A,4-
s N6 _)A8aA29 ,19 N455NésN4,1»s NgsN’29 ’25 ,3’A15

s N4- - A89 AZ’ ’15 N’29 N’39 N4’1-9 NIS» Nis ,29 ,35 ,5’ NS

Al irradiar protones de la adenina Ag y A se observan correlaciones con los protones
correspondientes a la nicotinamida reducida como N y N4, ademas de observarse
correlaciones con los protones de la ribosa unida a la nicotinamida. De igual manera sucede
cuando se irradian los protones caracteristicos de la nicotinamida reducida como N2, N¢y N4
en donde también se observan correlaciones con los protones Ag y A2y con los protones
asociados a la ribosa unida a la adenina. Al irradiarse se observo que el proton de la ribosa
A’ también se encuentra correlacionado con protones tanto de la adenina como de la
nicotinamida reducida. Estos resultados confirman una conformacion plegada cuando el
NADH se encuentra en soluciéon amortiguadora, ya que una caracteristica fundamental de la
técnica ROESY es detectar correlaciones entre protones cercanos al proton irradiado (<

5.0 £)%05!
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Figura 6.4. Espectros ROESY del NADH en metanol (700 MHz).

Al igual que en la Figura 6.3, en la Figura 6.4 se observan los diferentes espectros ROESY

del NADH en metanol. A continuacidon se muestran las correlaciones de cada uno de ellos:

A8 - AZ) ’1> ,Za ’35 ,5’ A’4
AZ - A89 lla ,29 ,3a ,59A,4-
N, = Ng, Ng, , N3, N, N, N, N
,1 Yy N6 - A8a AZ: ,19 NS) Néa Néa Nia ,2’ ,39 ’5’ A,4-
N4 - NZ: N6a ,19 Nia NS) Néa Né
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Al irradiar los protones de Ag y Az en metanol solo se observan las correlaciones con los
protones de la ribosa a la cual la adenina esta unida, de igual forma sucede con los protones
de la nicotinamida reducida N> y N4 que presentan correlaciones con los respectivos protones
de la ribosa unida a ésta. En cuanto a las sefales de A y Ng se observan correlaciones para
ambos casos ya que se irradiaron los dos protones simultaneamente debido a la cercania que

presentan sus sefiales.

Al igual que con los resultados obtenidos por ROESY en soluciéon amortiguadora, estos
resultados confirman que la coenzima se encuentra en una conformacion desplegada cuando
esta en metanol, lo cual lo demuestran las correlaciones obtenidas con los protones de su
mismo lado, las cuales indican correlaciones de la adenina y nicotinamida con sus respectivas

ribosas.

6.2. Espectroscopia estatica

Los espectros de absorcion, emision y excitacion del NADH en metanol y amortiguador se
observan en la Figura 6.5. Los espectros de emision de fluorescencia y excitacion se midieron
con una longitud de onda de excitacion de 330 nm y una longitud de onda de emision de 550

nm, respectivamente.
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Figura. 6.5. Espectro de Absorcién del NADH (rojo), espectro de emision del NADH en amortiguador — pH =7.4 (azul),
en metanol (rosa), espectro de excitacion del NADH en amortiguador (verde) en Metanol (verde Oliva).
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En la figura se observa que el espectro de absorcion presenta una estructura definida con dos
bandas de absorcion de maximos de 260 nm y 340 nm, las cuales corresponden a la adenina
y nicotinamida reducida, respectivamente. Tanto el espectro de NADH en solucion
amortiguadora como metanol presenta el mismo comportamiento. El espectro de emision del
NADH en metanol presenta un maximo de 456 nm a diferencia del espectro de emision del
NADH en solucién amortiguadora (466 nm) que tiene un corrimiento batocromico en su
maximo debido a la polaridad del disolvente. Por otro lado, la primera banda de los espectros
de excitacion permiten dar un indicio de la existencia de TE por parte de la adenina a la

nicotinamida reducida al compararla con la banda de absorcion relacionada a la adenina.

A partir de la relacion correspondiente al maximo de las bandas de absorcion y excitacion
a una longitud de 260 y 340 nm se determina el rendimiento de TE tanto para NADH en
metanol como el NADH en solucién amortiguadora. El rendimiento esta dado por la ecuacion
5.1 donde Exc260 y Exc340 denotan la intensidad del pico a esas longitudes de onda y Absaeo

yAbs349 las absorbancias:*?

_ ExC260AbS340

TE Ec5.1

ExC34_0Ab5260

Con la relacién de las intensidades y absorbancias correspondientes a las longitudes de onda
anteriormente mencionadas obtenemos un rendimiento de TE para NADH en solucion
amortiguadora de 0.48 y un rendimiento de TE para NADH en metanol de 0.10, equivalente
a un 48% y 10% de transferencia de energia en una conformacién plegada y desplegada,
respectivamente. También se determinaron los rendimientos cuanticos de fluorescencia por
medio de la ecuacion 4.10 en donde teniendo como referencia a la cumarina 102 para la
medicion de fluorescencia en la region de 400-600 nm, se obtienen valores de 0.025 £ 0.005
y 0.018 £ 0.004 para el NADH en amortiguador y metanol. Lo anterior indica que el NADH
en solucion amortiguadora emitird 7 fotones mas de los 1000, en comparacion con el NADH
en metanol debido a que la TE que se caracteriza por ser un proceso no radiativo influyente

en el rendimiento cuantico de fluorescencia.

Para examinar qué tanto influye el metanol en la conformacion y por ende la TE del
NADH, en la Figura 6.6 se observan los espectros de excitacion para diferentes mezclas de

agua (solucion amortiguadora): metanol.

54



n
o

— (% M eOH

8

— | P Mo OH
o MeOH

3% MeOH

o
o

T MelH
50 MeOH

e MeOH

N
o

7o MeOH

Fo MeOH

Intensidad [u.a]

==
o

% MelH

% MeOH

o

250 300 350 400 450
Longitud de Onda [nm]

Figura. 6.6. Espectros de excitacion de diferentes mezclas solucion amortiguadora:metanol (Aemi = 500 nm).

Como observamos en la Figura 6.6, la intensidad relativa de la banda de excitacion de la
adenina disminuye a medida que el porcentaje de metanol aumenta, desplazando el equilibrio
a la conformacion desplegada del NADH y por ende a una menor TE. La relacién del
rendimiento del proceso de TE como funcién del porcentaje de metanol en la solucion se

ilustra de en la Grafica 6.1:
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Gréfica 6.1. Relacion del rendimiento de TE en funcion del porcentaje de metano en el disolvente.
La Grafica 6.1 ilustra de mejor manera como disminuye la TE a medida que es adicionada a
la disoluciéon una concentracion determinada de metanol, teniendo un intervalo de

rendimiento de TE desde 0 hasta 100% de metanol.
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Finalmente, en la Figura 6.7 se observa el espectro de absorcion y emision del AMP

(Adenosina monofosfato) compuesto por la adenina unida a una ribosa y un grupo

pirofosfato.
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Figura. 6.7. Espectro de absorcion del AMP (rojo) y espectro de emision- Aexc = 250 nm (azul).

En la Figura 6.7 el espectro de absorcion presenta una banda caracteristica de la adenina a
una longitud de 260 nm. Por otro lado, excitando a 250 nm se observa la emision del estado
excitado S; de la adenina que abarca un intervalo amplio de los 300 a los 620 nm. Al igual
que el NADH, se determiné el rendimiento cudntico de fluorescencia del AMP, obteniendo
un valor de 6.8%107, rendimiento cudntico muy bajo y similar al publicado por Gustavsson

y colaboradores.®

6.3. Espectroscopia con resolucion temporal
6.3.1. Resolucion de fluorescencia por suma de frecuencias

Una vez demostrada la existencia de transferencia de energia que existe en el NADH por
medio de espectroscopia estatica, se llevaron a cabo determinaciones por la técnica de suma
de frecuencias de los tiempos de vida de los estados excitados de los nucledtidos involucrados

en la transferencia de energia y la escala de tiempo en la que ocurre este fenémeno.
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En la Figura 6.8 se observan los resultados obtenidos tanto para el NADH plegado como

para el NADH desplegado. Las curvas de decaimiento fueron adquiridas en soluciones

amortiguadora de fosfatos con un pH = 7.4 y por otro lado, en metanol. Se utiliza la condicion

del angulo magico (54.7°) para evitar los efectos de difusion rotacional en los decaimientos

de emision de fluorescencia, se excitd con una longitud de onda de 266 nm el NADH en un

intervalo de longitudes de onda de emision de 440 nm- 600 nm a tiempos cortos (-3 — 15

ps) y tiempos largos (-10 — 200 ps). Ademas, las figuras presentan una linea continua que

ajusta los datos experimentales. Dichos ajustes corresponden a funciones multiexponenciales

convolucionadas con la funcion de respuesta.
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Figura 6.8. Determinaciones por suma de frecuencias del NADH excitando con 266 nmy A.,,;= 440, 470, 500, 550 y 600
nm. a) solucion amortiguadora a tiempos largos b) metanol a tiempos largos c) solucion amortiguadora a tiempos cortos d)

metanol a tiempos cortos.
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Estos resultados muestran que la emision de fluorescencia decae en multiples escalas de
tiempo en el intervalo de femtosegundos a picosegundos debido al tamafio de la molécula y
a los multiples grados de libertad vibracional. Las sefales de emision de fluorescencia (g
=440 nm, Agpy; =470 nm, Agpm= 500 nm, Agp = 550y Aemi = 600 nm) son ajustadas a una
funcion triexponencial convolucionada con la funcién de respuesta del instrumento. En la
Tabla 6.1 se resumen los tiempos de vida y los factores preexponenciales de los diferentes

decaimientos.

Tabla 6.1. Parametros obtenidos por los ajustes triexponenciales para los diferentes decaimientos de emision de
fluorescencia del NADH en solucion amortiguadora y metanol. (4,,.=266 nm).

Soluciéon Amortiguadora Metanol

Aemi (NM) a1 (%) a2 (%) as (%) a1 (%) a; (%) as (%)
440 35 11 54 73 6 21
470 (-)34 (-)6 60 62 4 34
500 (-)40 ()10 50 55 ()6 39
550 ()13 ()17 70 55 ()12 33
600 ()12 (-)20 68 46 ()15 39

Aemi (NM) T2 (PS) 72(Ps) 73(ps) 71 (Ps) 72(Ps) 73(Ps)
440 <0.1 27.8+3.5 383.6 4.9 <0.1 9.1+1.6 3254+£11.0
470 <0.1 1.9+0.2 383.6+1.9 <0.1 12.9+49 3254+73
500 <0.1 3.9+0.5 383.6+4.5 <0.1 21.3+£52 3254+7.3
550 2.1+0.3 42.4+5.6 383.6 £3.7 <0.1 27.8+1.5 3254+3.7
600 45+0.3 64.9+0.6 383.6+1.9 <0.1 43683 3254=+11.0

En la Tabla 6.1 se resumen los resultados del andlisis triexponencial. En solucién
amortiguadora, en las tres primeras longitudes de onda el valor de 7, es < 100 fs, este valor
es del orden de la funcién de respuesta del equipo (IRF ~ 100 fs) por lo tanto se aproxima el

valor a su limite superior. Como observamos en las longitudes de onda de 440 a 500 nm, este
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tiempo de vida ultrarrapido corresponde al valor de la TE por parte de la adenina, mientras
que los valores de las longitudes de onda de 550 y 600 nm se refieren a procesos de relajacion
vibracional, procesos mas lentos que sufre la molécula después de la excitacion.! La
contribucion en el decaimiento total estd en un intervalo de 30% - 40% para las tres primeras
longitudes de onda, mientras que para las longitudes de 550 nm y 600 nm se tiene un 13% y
12% respectivamente. Por otro lado, el componente 7, oscila con valores de 1.9 + 0.2 ps a
64.9 £+ 0.6 ps. La contribucion del decaimiento total en todas las longitudes de emision oscila
con valores entre 6% y 20%. Este tiempo de vida (7, ) estd relacionado con el tiempo de
relajaciéon del disolvente. En el andlisis global se mantiene constante el tiempo de
decaimiento largo (73) tiempo de vida que corresponde a la nicotinamida reducida (200 - 400
ps)!>22% para obtener de esta forma el mismo valor global en todas las emisiones de
fluorescencia correspondiente a cada longitud de onda. La mayor contribucion en el
decaimiento total la presenta el tiempo de vida relacionado a la nicotinamida. El NADH en
solucion amortiguadora presenta dos tiempos de acumulacion (coeficientes negativos
excepto en la longitud de onda de emision de 440 nm) debido al aumento de la intensidad de
emision de fluorescencia de la nicotinamida reducida como resultado del proceso de TE por

parte de estado singulete excitado Si de la adenina.

Por otro lado, en las soluciones de NADH en metanol, el tiempo corto (71) es asignado al
proceso de relajacion ultrarrapido de la adenina con un valor <100 fs debido a las
intersecciones conicas que presenta por el cruce de las superficies de energia potencial
correspondientes a sus estados So y S1. Las contribuciones que presenta este tiempo de vida
para las diferentes longitudes de onda de emisién es mayor en comparacion con las que
presentan los tiempos de vida 7, y 73. Al igual que en solucion amortiguadora, 7, esta
relacionado con la relajacion del disolvente que tiene valores que oscilan entre 9.1 + 1.6 ps
y 43.6 £ 8.3 ps y aumenta con la longitud de onda de emision. La contribucion en el
decaimiento total es muy pequefia como se observa en la Tabla 6.1. Finalmente, 75 equivale
a 325.4 ps y es menor que aquel determinado para la nicotinamida reducida en solucion

amortiguadora (383.6 ps).

Asi como evaluamos, por espectroscopia estatica, qué tanto influye el metanol en el proceso

de TE, en la Figura 6.9 se observan las curvas de decaimiento obtenidas en condiciones de
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angulo magico y a una longitud de onda de emision de 470 nm en mezclas de solucién

amortiguadora-metanol.

—-1I0 o
©
50.8 -
-D — 10% M2OH
0.6 - ——
'a 40% MeOH
50% MeOH
50'4 = — §0% M2OH
whed - 70% MeOH
Lo0.2 - , =
o — 100% Me0H
0.0 +=oss T : :

-1 0 1 2 3
Tiempo [ps]

Figura 6.9. Decaimientos por suma de frecuencias del NADH de diferentes mezclas soluciéon amortiguadora:metanol
excitando con 266nm a A,,,;= 470 nm.

En la Figura 6.9 observamos que las curvas de decaimiento asociadas a los porcentajes de
metanol de 0 a 60% presentan una acumulacion del estado emisivo por parte de la adenina
debido al plegamiento de la molécula. Como se ha discutido previamente, el metanol
favorece una conformacion desplegada, es por ello que en concentraciones mas altas de
metanol (70 - 100%) se observa el decaimiento ultrarrapido caracteristico del estado excitado
Si1 de la adenina. En la Tabla 6.2 se muestran los tiempos de vida y los factores
preexponenciales de los diferentes decaimientos de las mezclas de solucion

amortiguadora:metanol:
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Tabla 6.2. Parametros obtenidos por los ajustes triexponenciales para los diferentes decaimientos de emision de
fluorescencia del NADH en diferentes mezclas solucion amortiguadora:metanol. (A,,,=266 nm).

Solucion amortiguadora: Metanol

'Vz‘f,/?)H (%)  a (%)  as(%) M(i/?)H @ (%) a2 (%) as (%)
0 ()34 ()6 60 60 65 ()3 32
10 53 )7 40 70 74 )2 24
20 48 )7 45 80 80 )1 19
30 52 )8 40 90 87 1 12
40 62 ()6 32 100 66 )2 32
50 58 ()6 36

Moy e mey  mey Vot ney  mey e
0 <0.1 19+0.2 383.6+1.9 60 <0.1 3.1+0.5 340.0+ 18.0
10 <0.1 1.14£0.3 369.9+31.9 70 <0.1 1.940.1 337.0+51.6
20 <0.1 14404 346.0+36.0 80 <0.1 1.940.4 350.0+ 81.9
30 <0.1 1.2+0.3 339.1+28.6 90 <0.1 5.710.6 339.8+ 75.8
40 <0.1 1.2+0.2 350.0+30.5 100 <0.1 2.840.3 3254+ 14.7
50 <0.1 1.5+0.5 345.2+42.6

Los resultados del analisis triexponencial se resumen en la Tabla 6.2. 7; con un valor < 100
fs tiene una contribucion en el decaimiento total entre 64% y 87% para todas las mezclas de
solucién amortiguadora:metanol. Este valor corresponde a la duracion del proceso de TE en
los porcentajes de 0 a 60% de metanol, y al decaimiento ultrarrapido del estado excitado de
la adenina en 70 -100%. Los tiempos de vida relacionados con la relajacion vibracional del
disolvente (7,) presentan amplitudes o contribuciones muy bajas (1 - 8%) y 73 corresponde
al tiempo de decaimiento de la nicotinamida reducida con valores de 383.6 ps para un 0% de

metanol (plegada) y 325.4 ps para un 100% de metanol (desplegada).



Como observamos al realizar los ajustes de los decaimientos exponenciales del tercer
armonico, se obtienen los tiempos relacionados a los procesos involucrados en nuestro
sistema, conversion interna por parte del estado excitado Si de la adenina, TE y conversién
interna del estado excitado Si de la nicotinamida. Para lograr determinar estos tiempos es
necesario recurrir a un modelo cinético propuesto como se ilustra en el Esquema 6.1. El
modelo comprende la excitacion del estado fundamental de la adenina a 266 nm, la TE a la
nicotinamida reducida y el decaimiento con constantes de velocidad k ultrarrapidas
permitiendo que exista una competencia entre ambos procesos. El modelo cinético consiste
en que la especie excitada A* (adenina) decae de forma ultrarrapida a su estado fundamental
A con una constante de velocidad k¢; y, por otro lado, transfiere energia a la especie N*
(nicotinamida) con una constante k7, y a su vez la especie N* decae a su estado fundamental

con una constante de velocidad total denotada como k.

Esquema 6.1. Esquema cinético sobre la fotofisica molecular del NADH

k
A* TE N N*

kCI kT

A N

Ahora bien, teniendo en cuenta el Esquema 6.1, se determinan las concentraciones de cada

una de las especies involucradas. A t=0, las concentraciones iniciales de las cuatro especies
son:

[A*] = [A"]o Ec.6.1

[N*]=[A] =[N]=0 Ec. 6.2

Teniendo en cuenta estas condiciones, las ecuaciones diferenciales para la especie

A*,N*, A, y N estan denotadas por:

% = —krg[A"] — k¢ [A7] Ec.6.3
] = krglA"] — ke [N'] Ec. 6.4
M = kCI [A*] Ec. 6.5
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aN] _ *
e ki[N*] Ec.6.6
La concentracion de [A*] se obtiene por medio de la integracion de la ecuacion diferencial

6.3 como:

[4*] = [A*] e~ KrEtkent Ec. 6.7

A continuacién la concentracion de [A] se obtiene sustituyendo la ecuacion 6.5 en la formula

6.7 e integrando:

k " _
[4] = kTEi’k ~ [A*]o(1 — e~ (kretkenty Ec.6.8

La concentracion de [N*] también se obtiene sustituyendo la ecuacion 6.7 en la expresion

6.4 e integrando, dando como resultado:

kTglA* _ _
[N*] = _krelATo {e krt _ o (kTE+kC1)t} Ec 6.9
krgt+kci—kr

N puede ser excitada directamente a causa de la excitacion de A (266 nm), por lo tanto la

ecuacion 6.9 se deduce de la siguiente forma:

krplA* _ krglA* _
[N ={ TEl ]_o N*]o}e kpt _ _ krel ]_o e~ (kre+kent Ec. 6.10
krgtkci—kr kretkci—kr

La concentracion [N] se obtiene sustituyendo la ecuacion 6.6 en la expresion 6.10 e

integrando:

s ) | (el
k kej—k — k kei—k —
N === iIT | e krt 4 I:E:Ifél /3 e~ (kretkeDt 4 cte Ec.6.11

kr kre+kcr

krglA*] krglA*]
k ( TElA0 e ) k ( TELA™To )
donde cte = { r kTE+kc1—kT[ lo _ T\krg+kci=kr

Después de que se obtiene la solucion del modelo cinético, se determinan las constantes de
velocidad para cada uno de los procesos involucrados teniendo en cuenta los tiempos

obtenidos en los ajustes biexponenciales para una longitud de onda de 266 nm. La constante
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de velocidad correspondiente al proceso de TE (kpg) es de 1 x 1013 5!

al igual que la
constante de velocidad del decaimiento ultrarrapido de la adenina (k.;) con el mismo valor.
Con los valores de las constantes cinéticas obtenidos concluimos que existe una competencia
cinética de estos dos procesos, ademas de observar que son procesos ultrarrapidos. Por otro
lado, krcon un valor de 2.4 x 10° s corresponde a la constante de velocidad del
decaimiento total de la nicotinamida. Finalmente, en la Grafica 6.2 se muestra la

concentracion de cada uno de las especies que componen el sistema cinético del Esquema

6.1.

5
— [A]
4 - — [A]
— [N]
231 —— [N]
<
Hz _
1_
0 | I I | I 1 |

0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Grafica 6.2. Concentracion de [A*], [A], [N] y [N*] como funcion del tiempo de acuerdo al sistema de ecuaciones
diferenciales (6.3)-(6.6).

En la Grafica 6.2 observamos el comportamiento de cada una de las especies involucradas
en el modelo cinético. La especie A* presenta un decaimiento rapido, la especie N* presenta
un incremento debido a la TE por parte de la adenina y finalmente decae y las especies A y
N se incrementan y se mantienen constantes. Los perfiles dependen fuertemente de las

constantes de velocidad.

Manteniendo la longitud de excitacion de 266 nm, se evalua el comportamiento del NADH
con longitudes de onda de emision de 310 nm, 330 nm, 350 nm y 370 nm. Este procedimiento
se realiza para NADH en solucion amortiguadora y metanol, a condiciones de angulo magico,

tiempos cortos (-3 —35 ps) y ajustes monoexponenciales. Las curvas de decaimiento se
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observan en las Figuras 6.10 y 6.11, la linea continua ajusta los datos experimentales

obtenidos por la técnica de suma de frecuencias (circulos).
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Figura 6.10. Decaimientos por suma de frecuencias del NADH en solucion amortiguadora excitando a 266 nm. a) Ag,; =
310 nm b) gy = 330 nm ¢) Agpy; = 350 nm and d) A,y = 370 nm.
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Figura 6.11. Decaimientos por suma de frecuencias del NADH en metanol excitando a 266 nm. a) Ag,; =310 nm b) Agyy; =
330 nm ¢) Agpp; =350 nm and d) A,y = 370 nm.
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A partir de las graficas observamos un decaimiento ultrarrapido para cada una de las
longitudes de onda, este comportamiento se debe a que a estas longitudes de onda de emision
se favorece la emision directa de la adenina. En solucion amortiguadora, los valores que se
obtienen para el tiempo de vida son de 325 + 50 fs (Agym; = 310 nm), 194 + 20 fs (g =
330 nm), 204 + 20 fs (Adgypm; = 350 nm) y 317 + 50 fs (Agm; = 370 nm), valores que
corresponden a una emision de fluorescencia muy corta. A pesar de que la molécula se
encuentra en su conformacion plegada en solucion amortiguadora, la emision del estado
excitado S; de la adenina se observa aisladamente en esta region espectral debido a las

longitudes de emision como se habia mencionado anteriormente.

La Figura 6.11 muestra que el NADH en metanol al igual que en solucidon amortiguadora
presenta valores de tiempo de vida en el orden de femtosegundos, en metanol, se reportan
valores de tiempo de vida de la adenina de 446 + 80 fs (Agy,; =310 nm), 200 £ 20 fs (A =
330 nm), 223 + 20 fs (Agym; =350 nm). Comparando estos resultados con NADH en solucioén
amortiguadora, se observa un pequefio aumento en el tiempo de vida en cada una de las
longitudes de onda de emision. A una longitud de onda de emision de 370 nm, el NADH en
metanol presenta un ajuste biexponencial debido a que se obtienen dos tiempos de vida, uno
largo de 927+ 10 fs correspondiente a la relajacion vibracional y el tiempo de la emision de

la adenina con un valor de 137+ 10 fs.

Una vez establecidos los tiempos de vida presentes en el proceso de excitacion del NADH
con una longitud de 266 nm, se obtienen resultados para el NADH plegado y desplegado
excitando a una longitud de onda de 380 nm. Al igual que en la Figura 6.8, en la Figura 6.12
se ilustran las diferentes curvas de decaimiento detectadas por la técnica de suma de
frecuencias con la condicion de angulo magico. Se emplean intervalos de longitudes de onda

de emision de 440 nm a 600 nm a tiempos largos (-10 — 200 ps):
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Figura 6.12. Decaimientos por suma de frecuencias del NADH excitando a 380nm a A,,,,; = 310 nm 440, 470, 500, 550 y
600 nm. a) solucion amortiguadora b) metanol a tiempos largos.

Las curvas de decaimiento muestran la emision directa del estado excitado S; de la
nicotinamida reducida. En este caso solo se excita a la nicotinamida, por lo tanto no hay TE
por parte de la adenina. Este comportamiento se observa para el NADH en solucion
amortiguadora y metanol. Las sefiales de emision de fluorescencia (Agp; = 440 nm, Agpp; =
470 nm, Agp; = 500 nm, Agp; = 550 nm y Az, = 600 nm) son ajustadas a una funcion
biexponencial convolucionada con la funcion de respuesta del instrumento. En la Tabla 6.3

se resumen los tiempos de vida y los factores preexponenciales de estos tiempos.
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Tabla 6.3. Parametros obtenidos por los ajustes biexponenciales para los diferentes decaimientos de emision de
fluorescencia del NADH en solucion amortiguadora y metanol (4,,,=380 nm).

Solucién Amortiguadora Metanol
Aemi (NM) a1 (%) a; (%) a1 (%) a; (%)
440 44 56 27 73
470 32 68 12 88
500 (-)26 74 (-)18 82
550 (-)21 79 (-)24 76
600 ()19 81 ()27 73
440 19.2 £0.01 383.6+£94 247 +2.4 330.2+5.8
470 69.9+0.1 383.6£5.6 55.1+£22.2 330.2+5.8
500 0.2+0.03 383.6+11.2 22+0.3 330.2+5.7
550 2.1£0.01 383.6£5.6 73+1.0 3302+7.2
600 4.2 +0.05 383.6£1.5 9.6+0.6 330.2+4.3

En la Tabla 6.3 se resumen de igual forma los resultados del analisis biexponencial. En
solucion amortiguadora y metanol los valores de 7, y 7, corresponden al tiempo de vida de
la nicotinamida reducida y al tiempo de relajacion del disolvente, respectivamente.
Observamos que el tiempo de vida de la nicotinamida reducida en solucidon acuosa
corresponde con el valor mencionado en la literatura, ya que tiene un valor de 383.6 ps.!*2%
En cuanto al valor de la nicotinamida reducida en metanol, se observa un valor semejante a
aquel obtenido por la excitacion del NADH a una longitud de 266 nm. Tanto para el NADH

en solucion amortiguadora como metanol, el tiempo de vida de la nicotinamida reducida se

mantiene constante para todas las longitudes de onda de emision.

Por otro lado, en las contribuciones del decaimiento total, observamos que el componente

largo (7,) presenta una mayor contribucidn respecto al tiempo de relajacion del disolvente
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para ambos casos con valores que oscilan entre 56 y 88%. Ademas, se presenta un tiempo de
acumulacion para las longitudes de emision de 500 a 600 nm en NADH en solucion

amortiguadora y metanol, el cual representa un aumento en la emision del estado excitado

electronico S; de la nicotinamida reducida.

6.3.2. Espectros de emision resueltos en el tiempo

Se calculan los espectros de emision con resolucion temporal (“Time Resolved Emission
Spectra”, TRES) donde se estudia la evolucion espectral durante los primeros picosegundos
después de la excitacion de la muestra. Para ello, se tiene en cuenta un escalamiento con los
diferentes decaimientos correspondientes a las longitudes de onda y el espectro de emision
estatico. Los espectros de emision con resolucion temporal tanto para el NADH en solucion
amortiguadora como para el NADH en metanol se muestran en la Figuras 6.13 y 6.14 para
una longitud de excitacién de 266 nm.
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Figura 6.13. Espectros de emision con resolucion temporal a) NADH en solucién amortiguadora b) comparacion del
espectro estatico de emision con el espectro resuelto en tiempo de 500 ps- Agyc = 266 nm.
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Figura 6.14. Espectros de emision con resolucion temporal a) NADH en metanol b) comparacion del espectro estatico de
emision con el espectro resuelto en tiempo de 500 ps- Agy =266 nm.
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En la Figura 6.13a se ilustra la relajacion del NADH en solucion amortiguadora, a tiempos
cortos observamos espectros estructurados, los cuales hacen referencia a un estado
localmente excitado con caracteristicas vibroelectronicas que se pierden con la relajacion de
la molécula. Ademas, en la Figura 6.13b vemos la similitud que existe del espectro de
emision estatico del NADH con el espectro resuelto en el tiempo correspondiente a 500 ps.
La evolucion del espectro de emision de NADH en metanol (Figura 6.14a y 6.14b) tiene el

mismo comportamiento. Podemos observar la fluorescencia del AMP a tiempos cortos.

Los espectros resueltos en el tiempo con longitud de excitacion a 380 nm también se ilustran
en las Figuras 6.15 y 6.16. En las graficas tanto para el NADH en solucién amortiguadora
como metanol se observa la relajacion de la nicotinamida reducida. A tiempos cortos se
ilustra el estado localmente excitado de este nucledtido representado por la estructura que
presentan los espectros resueltos en tiempo. Finalmente, existe una similitud del espectro de

emision estatico junto con el espectro resuelto en el tiempo de 500 ps en ambos casos.
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Figura 6.15. Espectros de emision con resolucion temporal a) NADH en solucién amortiguadora b) comparacion del
espectro estatico de emision con el espectro resuelto en tiempo de 500 ps- A,y = 380 nm.
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Figura 6.16. Espectros de emision con resolucion temporal a) NADH en metanol b) comparacion del espectro estatico de
emision con el espectro resuelto en tiempo de 500 ps- Az = 380 nm.

70



6.3.3. Anisotropia de fluorescencia

Para estudiar la evolucion de femtosegundos de la orientacion relativa de la excitacion y los
momentos dipolares de transicion de emision durante la transferencia de energia y la
relajacion, se mide la anisotropia de fluorescencia del NADH en solucion amortiguadora y
metanol después de excitar a 266 nm las muestras en estudio. La anisotropia en funcion del
tiempo se calcula segun la ecuacion 4.26. Esta se evalua a partir de los datos tomados por la
técnica de suma de frecuencias con condicion de excitacion y deteccion en paralelo y

perpendicular, y esta denotada por los triangulos en la Figura 6.17.

La Figura 6.17 muestra los decaimientos correspondientes a las componentes paralela y
perpendicular en donde la primera decae mas rapido debido a la rotacion del momento de
transicion dipolar del fluordforo fuera de la orientacion vertical. En la grafica se observa que
para NADH en solucion amortiguadora la anisotropia cerca de t=0 tiene un valor
aproximadamente de 0.07 debido a que el vector del momento dipolar de transicion asociado
con la absorcion de la adenina no es paralelo al vector del momento dipolar de transicion
asociado con la emision de la nicotinamida. En cuanto al valor de anisotropia del NADH en
metanol cerca de t=0 se tiene un valor de 0.06 (valor semejante al NADH en soluciéon
amortiguadora) debido a la orientacion preferencial que puede tomar la molécula en la
conformacion desplegada que influye en los vectores del momento dipolar de transicion

causando que estos no estén de forma paralela.

Con base al angulo f formado entre los momentos dipolares de absorcion y emision a t=0,
se obtienen valores de 47.86° y 48.83° para amortiguador y metanol respectivamente.
Ademas, el tiempo de decaimiento de la anisotropia en amortiguador es de 7.3 £ 0.2 ps y en
el metanol es de 8.5 + 0.3 ps, tiempos asociados con la difusion o relajacion rotacional de la

molécula.
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Figura 6.17. Mediciones de fluorescencia del NADH por la técnica de suma de frecuencias adquiridas con excitacion-
deteccion paralela (roja) perpendicular (naranja). La linea azul muestra los valores de anisotropia calculados a partir de las
dos trazas paralela y perpendicular. a) solucion amortiguadora b) metanol A, = 266 nm and A.;,,; = 470 nm.

Al igual que con excitacion de 266 nm, se determina la anisotropia en funcion del tiempo con
una longitud de excitacion de 380 nm. La Figura 6.18 muestra los decaimientos de las
componentes paralela y perpendicular, junto con la anisotropia para las soluciones de NADH

en solucién amortiguadora y metanol.
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Figura 6.18. Mediciones de fluorescencia del NADH por la técnica de suma de frecuencias adquiridas con excitacion-
deteccion paralela (roja) perpendicular (naranja). La linea azul muestra los valores de anisotropia calculados a partir de las
dos trazas paralela y perpendicular. a) soluciéon amortiguador b) metanol A,,, = 380 nm and A,,; =470 nm.

La anisotropia cerca de t=0 tiene un valor de 0.3 en ambas soluciones. Este valor hace
referencia a que el momento dipolar de transicion del estado de emision de la nicotinamida
reducida esté orientado en la misma direccion que el estado originalmente formado. En otras
palabras, el estado de la nicotinamida que se detecta es el mismo al cual se excita con una
longitud de 380 nm. El angulo S para este valor de anisotropia es de 24.09°. Ademas, los
tiempos asociados con la relajacion o difusion rotacional de la molécula son 133.4 + 2.2 ps
en solucion amortiguadora 'y 153.4 + 2.7 ps en metanol, tiempos mas largos en comparacion

con los obtenidos con una longitud de excitacion de 266 nm.
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6.4. Transferencia de energia- Forster

En los calculos de eficiencia de TE proporcionados por el programa photochemCAD se

obtiene la relacion de la distancia con la TE como se ilustra en la Figura 6.19.

100
kappa= 0.1
80 - kappa = 0.66
kappa=1
kappa=2
—
‘.E.E 60 kappa=3
[~ |
kappa=4
L
= 40 -
20 -
0 I I I I

2 4 6 8 10 12 14 16
Distancia [A]

Figura 6.19. TE del NADH (Dependiente de la distancia y el factor de orientacion).

En la Figura 6.19 observamos que la TE entre los dos nucle6tidos, adenina y nicotinamida
esta fuertemente relacionada con la distancia a la que estos se encuentren y también con la
orientacidon que tengan sus momentos dipolares de transicion (factor de orientacion). Por lo
tanto, a un factor de orientacion mds alto y una distancia menor, existe un valor de
transferencia mas alto. Si tomamos los valores obtenidos por medio de espectroscopia
estatica relacionados a la eficiencia o rendieminto de TE teniendo en cuenta un factor de
orientacion fijo de 0.66=2/3 (factor apropiado para momentos dipolares de transicion

)1,39

aleatorios entre el donador y el aceptor) >~ obtenemos distancias como las que se ilustran en

la Tabla 6.4.
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Tabla 6.4. Distancia entre los nucledtidos adenina y nicotinamida en relacion con el factor de orientacion, el rendimiento
de transferencia de energia y el porcentaje de metanol.

Distancia
% Metanol %TE P dio (A)

romedio

0 48 6.1

20 39 6.5

40 28 7.2

60 17 8.0

80 11 8.7

100 10 9.1

Concluimos que el metanol realmente si favorece la conformacion desplegada de la coenzima
como observamos en la Tabla 6.4 al tener una distancia de 9.1A con un 100% de metanol
(una distancia mayor entre los nucledtidos) en comparacién con una distancia de 6.1A en
100% de amortiguador de fosfatos. Por otro lado, reconfirmamos la dependencia de la
distancia para que exista una mayor eficiencia en la TE tal y como lo predice Forster. Y, en
cuanto a nuestros estudios logramos concluir que la adenina debido a su decaimiento
ultrarrapido y a su competencia con el proceso de TE, esta es mas sensible a la distancia que

presenta con la nicotinamida reducida.
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7. CONCLUSIONES

= A partir de la técnica de espectroscopia estatica se logro tener mediciones directas del
proceso de TE por medio de los espectros de excitacion obtenidos para las diferentes
mezclas de soluciéon amortiguadora:metanol. Con relacion a las intensidades de los
espectros de excitacion y las absorbancias correspondientes a los espectros de
absorcion se obtienen valores de una eficiencia de TE de 48% y 10% para NADH en

su conformacion plegada y desplegada.

» Mediante la técnica de resolucion de fluorescencia por suma de frecuencias con una
longitud de excitacion de 266 nm y 380 nm se obtienen los tiempos caracteristicos de
los procesos involucrados en la dindmica de relajacion del NADH en una

conformacion plegada y desplegada.

» Parauna longitud de excitacion de 266 nm y en solucién de metanol se determina un
tiempo de vida muy corto para la adenina <100 fs a causa de las intersecciones
conicas que presenta por el cruce de las superficies de energia potencial
correspondientes a sus estados So y Si. En metanol se favorece una conformacion
desplegada y por ende una mayor distancia entre los nucledtidos lo que permite que

esta alcance a relajarse y la TE sea menos eficiente a la nicotinamida.

= Se obtiene la duracion del proceso de TE con un valor <100 fs cuando el NADH esta
en su conformacion plegada (metanol) y excitando a la adenina con una longitud de

onda de excitacion de 266 nm.
= Se logra afirmar que el proceso de TE es capaz de competir cinéticamente con otros

procesos debido a la mayor contribucién que este presenta en el decaimiento total,

datos reportados en la Tabla 6.1.

75



Con los estudios publicados y el andlisis cinético se establece que existe una
competencia cinética entre el decaimiento ultrarrdpido de la adenina y el proceso de

TE, con constantes cinéticas ultrarrapidas de valor 1x10'3s!.

Se observa la excitacion y emision directa del estado electronico excitado Si de la
nicotinamida obteniendo valores de tiempo de vida en el orden de los picosegundos

de 383.6 ps para NADH en buffer, y 330.2 ps para NADH en metanol.

Mediante anisotropia de fluorescencia se demuestra que para una conformaciéon
plegada y una longitud de excitaciéon de 266 nm, se obtiene un valor bajo de 0.07 el
cual confirma que el vector del momento dipolar de transicion asociado con la
absorcion de la adenina no es paralelo al vector del momento dipolar de transicion
asociado con la emision de la nicotinamida, demostrando que existe TE, ya que un

nucleotido es el que absorbe y el otro es el que emite.

El estudio de la espectroscopia de emision resuelta en el tiempo demuestra la
relajacion de la molécula con respecto al tiempo, y para ambos casos ya sea con
excitacion a 266 nm y 380 nm a tiempos tempranos se observan las caracteristicas

vibroelectronicas del estado localmente excitado de la adenina y la nicotinamida.

Por medio de la teoria de Forster se obtienen las distancias entre los dos nucleétidos
asociadas a los valores de eficiencia de TE calculados por espectroscopia estatica para
las diferentes mezclas. Se obtiene una distancia entre los nucledtidos de 9.1A de

NADH desplegado en comparacion con 6.1A de NADH plegado.

Disolventes como metanol y amortiguador de fosfatos favorecen una conformacion
desplegada y plegada, respectivamente. Esto se puede observar en los resultados
obtenidos por Resonancia Magnética Nuclear- ROESY, en donde por medio de la
correlaciones interproton se logra obtener evidencia acerca de una conformacion

plegada o desplegada.
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Finalmente, con los resultados de espectroscopia por resolucion de femtosegundos,
espectroscopia estatica y el modelado de Forster se logra reafirmar que la distancia
entre los nucledtidos adenina y nicotinamida influye de forma significativa en el
proceso de TE. Por ende, cuando la molécula esta en su conformaciéon plegada, la
adenina absorbe y transfiere parte de su energia a la nicotinamida debido a la cercania
a la cual se encuentran los fragmentos. Pero debido a la competencia cinética que
existe entre la TE y el decaimiento ultrarrapido de la adenina en el NADH, la adenina

es mas sensible a la distancia a la que se encuentre con la nicotinamida.
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8. ANEXOS

8.1. Sistema Laser

El laser se caracteriza por ser el componente principal en espectroscopia de resolucion
temporal ya que tiene como funcién medir los eventos ultrarrapidos que le ocurren a una
molécula cuando se encuentra en el estado excitado. La amplificacion y la naturaleza propia
de la emision estimulada, que proporciona fotones idénticos a los que la estimulan, son las
razones fundamentales de las propiedades de la luz laser: coherencia, direccionalidad y

monocromaticidad.*’

Un laser se compone de tres elementos esenciales (Figura 8.1):un medio activo el cual
amplifica la luz por medio de emision estimulada, una fuente de bombeo que excita al medio
activo para generar la inversion de poblacion, y una cavidad Optica que se compone de dos
espejos, cada uno con un alto grado de reflectividad en donde la luz viaja de extremo a
extremo con una frecuencia especifica cierto nimero de veces para su respectiva
amplificacion. En resumen, la cavidad es el componente de mayor relevancia gracias a su
funcion de producir un mecanismo de retroalimentacion de fotones generados en el medio de
amplificacion.>

Bombeo

E, = 100% E,= 90-99%

Cavidad optica
Figura 8.1. Componentes basicos de un laser. E1 y Ea:espejos que conforman la cavidad optica con su respectiva

reflectancia.

8.1.1. Laser titanio:zafiro

La generacion de pulsos de femtosegundos se ha logrado en cavidades en donde el medio

activo, es un cristal de titanio:zafiro, el i6n Ti** incluido en un cristal de zafiro (AL,O,) forman
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el medio activo del laser de titanio:zafiro (Ti:Al,O,). Este laser se caracteriza por tener un

rango de sintonizabilidad amplio comparado con los laseres conocidos hoy en dia, con
longitudes de onda posibles entre 670-1100 nm y por tener un rendimiento cuantico de hasta
el 80% a temperatura ambiente. Su pico de absorcion se encuentra cerca de los 500 nm debido
a las transiciones vibracionales permitidas d-d del i6n Ti** en un ambiente octaédrico provisto
por atomos de oxigeno de la red hospedadora, mientras que su pico de emision se encuentra
alrededor de 790 nm?*%3*% como se muestra en la Figura 8.2. Por otro lado presenta una
alta conductividad térmica, una buena inercia quimica (poca tendencia a reaccionar
quimicamente con otra especie) y una gran rigidez mecanica, lo cual lo hace un buen material

capaz de soportar grandes potencias al bombearlo.

Normalmente este cristal puede ser bombeado por laseres de onda continua (cw) como el
laser de Argon. De régimen pulsado como el Nd:YAG (acrénimo de las siglas en inglés
“Neodymium-dopped yttrium aluminium garnet” y Nd: YLF (acronimo de las siglas en inglés
“Neodymium-dopped yttrium litium floride), duplicados en frecuencia (con emision de

radiacion de longitud de onda de aproximadamente de 532 nm).

1.0 | T T T T T T

0.8 |- Bandade absorcién Banda de emision -

Intensidad (U. A.)

Rango de
: iy ———— |
Sintonizacién

Coficiente de absorcién (cm™')

Absorcion residual

| : + 1 | |

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Longitud de onda (nm)

Figura 8.2. Espectro de emision y absorcién del Ti: Al,O35°
8.1.2. Absorcion, emision estimulada y emision espontanea

Cuando un sistema se encuentra inicialmente en su estado basal o estado 1 y se aplica un
campo electromagnético, existe la probabilidad de que el 4&tomo sufra una transicion del

estado fundamental al estado excitado conociéndose este proceso como fendmeno de
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absorcion (Figura 8.3a). Por otro lado, un electréon en un nivel de energia superior es capaz
de decaer al estado fundamental por si solo emitiendo un fotén en el proceso (emision
espontanea- Figura 8.3b). A continuacion discutimos lo que ocurre cuando un 4tomo excitado
se encuentra en presencia de un campo electromagnético. Un foton interaccionando con un
atomo inicialmente excitado puede provocar que éste pase a su estado fundamental emitiendo
un nuevo foton que se suma al que provoco la transicion. Este proceso, denominado emision
estimulada (Figura 8.3c¢), se caracteriza ademas porque el foton emitido por el 4&tomo tiene

propiedades idénticas al foton inicial >3

1 = r— E 1 —— E, 1 E,

Figura 8.3. Esquema de un sistema de dos niveles que muestra el fendmeno de a) absorcion b) emisién espontanea c)
emision estimulada.

Existe una diferencia entre los dos procesos de emision. En el caso de la emision espontanea,
el foton emitido no presenta una fase definida y el proceso de emision ocurre en cualquier
direccion. Por el contrario, en la emision estimulada, el segundo foton que se emite tiene la

misma energia, la misma direccion y fase que el foton incidente.

= Coeficientes de Einstein

La relacion que existe entre los coeficientes de emision y absorcion descrita por la ley de
Kirchhoff proviene de una relacion fundamental a nivel microscépico y tiende a expresarse

a través de relaciones entre los coeficientes de Einstein.

Cabe decir que las relaciones entre los coeficientes de Einstein se basan en un sistema
cuantico idealizado compuesto por dos niveles de energia: un nivel inferior 1, de energia E,
peso estadistico g4 y poblacién ny; y un nivel superior 2, de energia E,, peso estadistico g,
y poblacion n,. Las transiciones entre los niveles se dan por procesos de absorcion, emision

espontanea y emision estimulada de un foton de energia hv = E, — E; (Figura 8.4).
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El valor E, presenta una indeterminacion descrita por una funcion ¢(v) la cual representa la
probabilidad de emitir o absorber un fotén con una energia cercana a vy, = AE /h. La funcion
estd centrada en vy y el ancho de la misma estd dado por el principio de indeterminacion

AEAt > h, siendo At el tiempo de decaimiento desde el nivel 2.

BlZ BZI A21
2 E, »(v)
A A . Av
/'\v/\/f'\-j’"'\_, A\ \/\\/’ -
1 ' E,
Vo

Figura 8.4. Izquierda:esquema que representa las transiciones entre los estados 1 y 2. Absorcidn de un foton (coeficiente
Bi2), emision estimulada (coeficiente B21) y emision espontanea (coeficiente Az1) Derecha:funcion de probabilidad de que
el sistema absorba o emita un foton.

La emision espontanea, se describe por el coeficiente de emision A,;, mide la probabilidad
de transicion por unidad de tiempo (s!), la absorcion por lo tanto influye en el flujo incidente
de radiacion dado por J,, y la probabilidad de transicion por absorcion queda en términos del

coeficiente de Einstein B;, como B;,J donde:

J= 1y Jo)dv Ec81

la cual representa el flujo de radiacion y la respuesta del sistema.

En cuanto a la emision estimulada la cual también depende del flujo incidente de radiacion,
pero de manera analoga al proceso de absorcion, el coeficiente de Einstein queda expresado

de la misma forma B,,J.

Ahora bien, se dice que existe un equilibrio estadistico, si el nimero de transiciones de 1 —

2 es igual a las transiciones de 2 — 1, es decir:

T — 3 r_ Az1/B21
Ny Bi,] = nyBy ] + Ay = = o Bia/maby 1 Ec.8.2
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Siendo esta una relacion fundamental entre las poblaciones de los niveles y la intensidad de
radiacion. Ademas, si se tiene el equilibrio termodinamico, las poblaciones de los niveles se

pueden relacionar a través de la ley de Boltzmann como se muestra:

E)/kT

ny/n, = (91/92)3_(E1_ Ec.8.3

Donde,

T Az1/Ba1
= Ec.8.4
J (91B12/92B21)ev/kKT -1

Identificando la ecuacion anterior con la ley de Kirchoff, J;, = By, se obtienen las relaciones

entre los coeficientes de Eisntein:

2hv
91B12 = 92B,,, Az c_2321 Ec.8.5

Finalmente, estos coeficientes se caracterizan por ser propiedades inherentes a los sistemas
cuanticos, independientes de las poblaciones de los niveles de energia, que relacionan tanto
los procesos de emision como absorcion. Por otro lado, la primera relacion nos indica que la
probabilidad de emision espontanea es igual a la probabilidad de absorcion y la segunda
relacion indica que si un material no presenta emision estimulada tampoco habra lugar para

que se dé el fenémeno de emision esponténea. 3633

8.1.3. Inversion de poblacion

Para que se efectlie una accion por parte del laser se necesita que el medio activo alcance la
inversion de poblacion lo que conlleva a que el proceso de emision predomine sobre el
proceso de absorcion. Esto quiere decir que el numero de transiciones de absorcion en el
medio activo sea menor que el nimero de transiciones de emision. La inversion de poblacion
se logra con un nivel de tres o cuatro, en este caso estudiaremos el sistema de cuatro niveles
el cual es caracteristico del titanio:zafiro y del Nd:YAG, medios activos que componen los

laseres del grupo de investigacion.’>3
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Figura 8.5. Esquema ilustrativo de cuatro niveles donde se representa el decaimiento rapido entre los niveles 4— 3y 2— 1
y la emision estimulada entre los niveles 3 y 2.

Un haz de bombeo con suficiente energia y operando de modo continuo asegura que se pueble
eficientemente el nivel 4 (estado excitado) tal como se muestra en la Figura 8.5 el cual por
medio de transiciones no radiativas decae muy rapidamente al nivel 3, a continuacion el nivel
3, decae por emision espontdnea de fotones al nivel 2, y mientras tanto en este proceso
algunos de los fotones emitidos quedan atrapados entre estos dos niveles de tal forma que al
pasar varias veces por el medio activo se genera una cascada de emisiones estimuladas y por
lo tanto la emision laser. Para terminar el ciclo existe un segundo decaimiento rapido hacia
el estado fundamental o nivel 1 permitiendo mantener la condicioén de inversion de poblacion
en donde n3; > n,. Cabe decir, que este ciclo se lleva a cabo las veces necesarias para que

ocurra el proceso de amplificacion.

8.1.4. Oscilador y amarre de modos

El oscilador de titanio:zafiro permite generar pulsos ultracortos y uno de ellos es el método
por amarre de modos, el cual se caracteriza por generar una interferencia constructiva de los

modos longitudinales que coexisten dentro de la cavidad optica.

Sabemos que las ondas electromagnéticas estacionarias que ocupan la cavidad son
amplificadas al ser devueltas al medio activo una y otra vez por los espejos. Pero al reflejarse
en ellos, estas ondas ademas interfieren entre si y solamente sobreviven aquellas para las que
el campo eléctrico se anula en los espejos. Esta condicion limite se satisface Uinicamente
cuando en el interior de la cavidad encaja un nimero entero de semilongitudes de onda, tal

como se muestra en la Figura 8.6 y en la ecuacion 8.6.
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Figura 8.6. Ondas electromagnéticas estacionarias entre los espejos de la cavidad optica.
A
L=n 5 Ec.8.6

En la ecuacion 8.6, n es un nimero entero denotado como modo longitudinal, L es la longitud
de la cavidad optica y 4 la longitud de onda de emision. Los modos longitudinales oscilan de
forma independiente en un laser porque sus fases son aleatorias A@ = f(t), pero si estas se

ajustan a una magnitud constante, se acoplan una gran cantidad de modos longitudinales que

forman un tren de pulsos los cuales tienen una periodicidad que esta definida como T = 2L/ c-
La duracion de un pulso depende del ancho de banda del medio de ganancia y del nimero de
modos longitudinales, por lo tanto a mayor ancho de banda del espectro de emision del medio

activo, mayor cantidad de modos longitudinales acoplados y por lo tanto menor duracién.*’

8.1.5. Efecto Kerr

Para que se genere un amarre de modos dentro de la cavidad es necesario que se dé origen al
efecto Kerr, el cual implica que el indice de refraccién del medio (n) depende de la intensidad

de la luz (I) de acuerdo con la ecuacion:
n=mngy+n,l Ec.8.7

donde, n, es el indice de refraccion lineal del medio y n, es el coeficiente no lineal del indice
de refraccion del orden de 10713, Si la intensidad corresponde a un valor muy pequefio este
término se desprecia, pero si es un valor grande, el indice tiene un valor significativo en el
sistema y se da el autoenfoque de Kerr. La Figura 8.7 muestra de forma ilustrativa como un
indice de refraccion representando como un perfil gaussiano atraviesa un medio Kerr, el cual
causa una reduccion en el ancho del perfil de intensidad debido al mayor indice de refraccion

que se presenta en el eje de propagacion en comparacion con los extremos.®
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Figura 8.7. Evolucion del perfil de intensidad gaussiano.
8.1.6. Amplificacion de pulsos

Anteriormente se explico detalladamente la formacion de los pulsos laseres ultracortos. En
esta seccion se hace especial énfasis en la amplificacion de pulsos debido a que los pulsos
obtenidos del oscilador de titanio:zafiro no tienen la energia suficiente para excitar la muestra
a analizar. La intensidad de los pulsos emitidos desde el oscilador se puede incrementar
mediante amplificadores, uno de ellos es el de pulsos dispersos el cual consta de un expansor
temporal, que incrementa la duraciéon del pulso en un tiempo de femtosegundos a
picosegundos, de un amplificador que con la ayuda de celdas Pockels y el medio de ganancia,
el pulso gana potencia y de un compresor temporal que reestablece las propiedades del pulso

como se ilustra en la Figura 8.8.%¢
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Figura 8.8. Esquema del amplificador regenerativo compuesto por expansor, amplificador y compresor.

Es necesario hablar de los procesos de dispersion de retardo de grupo que se presentan antes

de abordar con cada una de las etapas en el proceso.>®’

8.1.7. Dispersion de retardo de grupo GDD

El fendmeno denominado dispersion, se define como la variacion del indice de refraccion de
un material respecto a la longitud de onda. En los laseres de femtosegundos, las propiedades
de dispersion del medio de ganancia y los elementos Opticos de la cavidad optica conllevan

a que se afecte la duracion del pulso. El campo eléctrico de un pulso esta dado por:

E(t) = ffooo E(w) exp[i(wt + ¢(w))] dw Ec.8.8

Donde w es la frecuencia angular y ¢ es la fase. Cabe decir, que la ¢ (w) es la fase de cada
componente espectral y se puede expresar en términos de una expansion de Taylor alrededor

de una frecuencia central w, como se muestra a continuacion:
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W—wy)?+ - Ec.8.9
0 (1) — wp)

p(w) = @(wo) + @' (wo) (@ — wo) +

El primer término en la ecuacion contribuye al desplazamiento de la fase, el segundo término
describe el tiempo de retraso de la propagacion del pulso a través de un medio. Si sustituimos

la ecuacion 8.9 en 8.8 se obtiene:
_ ; oo - . ¢ (wo)
E(t) = exp(iwgt + ¢(wy)) J__ E(w)expidw {t + ¢’(wg) TA(‘)} dw Ec.8.10

donde w, es la frecuencia angular central, ¢ es la fase, t es el tiempo y Aw es un valor
constante. Esta ecuacion corresponde al producto de dos factores, en donde el primero de
ellos define la fase de onda de acarreo gracias a ¢ (wg) y el segundo factor se aproxima a una
gaussiana. Si el segundo factor es considerado hasta ¢’(wg) el cual se denomina retraso de

grupo T4, entonces se dice que el pulso esta limitado por transformacion que quiere decir que

la forma temporal de pulso no cambia.

El componente 7, redefine el origen temporal del pulso y se define como el tiempo que
transcurre antes de que aparezca la senal. Por ejemplo, si el pulso recorre una distancia L,
entonces se habla de la velocidad de grupo v, la cual se define como L/7, donde 7, es el
tiempo requerido para que la componente espectral del pulso viaje con una velocidad de

grupo v, a través de un medio de longitud L.*%

Si en la ecuacion 8.10 se considera que el segundo factor va hasta el término ¢ (wg) , en
este caso el pulso ya no se encuentra limitado por transformacion. Por lo tanto, el término
¢”"(wy) describe el segundo orden de dispersion y afecta la forma temporal del pulso, ademas
se le conoce como dispersion de retraso de grupo (GDD, por sus siglas en inglés Group Delay
Dispersion). Si consideramos que un pulso presenta componentes espectrales de mayor y
menor frecuencia, una dispersion de retraso de grupo GDD™ ocurre cuando un componente

de mayor frecuencia recorre una distancia mayor que una componente de menor frecuencia
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cuando atraviesa un elemento optico. Por el contrario, si la componente de menor frecuencia

recorre una distancia mas pequefia se obtiene un retraso de grupo GDD'.

8.1.8. Expansion y compresion temporal de pulsos

Un pulso puede expandirse o comprimirse temporalmente con el uso de rejillas de difraccion
o prismas. La expansion temporal de los pulsos se caracteriza porque se induce una dispersion
de retraso positiva GDD" gracias al arreglo Optico compuesto por un par de rejillas de
difraccion que se encuentra de forma antiparalela y un telescopio en medio de estas. Los
pulsos que entran al expansor conservan la misma frecuencia de repeticion y la misma
energia, pero la duracion del pulso cambia debido a su retraso temporal. La dispersion de
retardo de grupo en el expansor esta dada y puede ser cuantificada experimentalmente en el
arreglo Optico, por medio de la ecuacion:

8m?c

GDD = W(Zf - 25) Ec.8.11

donde wy es la frecuencia angular central del pulso, c es la velocidad de la luz, d es el periodo
de la rejilla en metros, f es el angulo de difraccion para la longitud de onda central, f la

distancia focal del telescopio y s es la distancia entre los lentes y las rejillas de difraccion.

Es posible recuperar la duracion temporal del pulso ocasionada por el expansor por medio de
un arreglo optico del compresor. En este caso las rejillas de difraccion que se encuentran en
una disposicion paralela hacen posible que las componentes espectrales de menor frecuencia
recorran menos distancia e implique una compresion del pulso y se genere un GDD™ como se
habia mencionado antes. La dispersion de retardo de grupo del compresor esta dada por la

siguiente ecuacion:
—-8m?c 1

GDD = X
{1—[56710:—%0]2}

X L Ec.8.12

9

wo3d? 3/,
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donde w es la frecuencia angular central del pulso, c es la velocidad de la luz, d es el periodo
de la rejilla, a es el angulo de incidencia del pulso respecto a la normal de las rejillas, Ly es

la distancia entre las rejillas y A, es la longitud de onda central de pulso laser.%>57
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