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RESUMEN 

 
El dinucleótido de adenina y nicotinamida reducida (NADH) juega un papel crítico en la 

bioquímica celular y se utiliza con frecuencia como indicador fluorescente del estado 

metabólico de la célula. Una de las particularidades de esta biomolécula es que la 

nicotinamida reducida muestra fluorescencia. Otro aspecto particular de los cromóforos 

presentes en el NADH es que la  adenina tiene un rendimiento cuántico de fluorescencia muy 

bajo y un tiempo de vida del primer estado excitado menor a los 100 femtosegundos. Desde 

hace algún tiempo se conoce que la excitación de la adenina en una conformación plegada 

del NADH inicia un proceso de trasferencia de energía (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 resolución de femtosegundos. Además, 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 dinámica de relajación en función de la conformación plegada 

y desplegada del NADH. Por otro lado, no existe evidencia de la cinética del proceso de TE 

y cómo este compite con el decaimiento ultrarrápido de la adenina, uno de los compuestos 

más estudiados que presenta conversión interna ultrarrápida por las intersecciones cónicas 

que involucran el estado electrónico basal.  

El objetivo del trabajo de investigación consistió en estudiar los efectos de la 

conformación del NADH en su fotofísica molecular. En particular, sobre la competencia que 

existe entre el proceso de TE y el fenómeno de relajación ultrarrápido de la adenina a su 

estado basal cuando la molécula se encuentra en una conformación plegada. Además, 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 conformación plegada 

y desplegada del NADH respectivamente y fueron verificadas por Resonancia Magnética 

Nuclear-ROESY. Por la técnica de espectroscopia estática de UV-visible y fluorescencia, se 

determinó una eficiencia de TE de 49% en la conformación plegada y 11% en la 

conformación desplegada del NADH. Por suma de frecuencias con resolución de 

femtosegundos, técnica central en nuestro estudio, se excitó selectivamente a la adenina (266 

nm) dando seguimiento al decaimiento ultrarrápido de la adenina (≤ 100 fs) y al proceso de 

TE. Se observó por primera ocasión que el proceso de TE ocurre con un tiempo ≤ 100 fs 



correspondiente a una constante cinética 𝑘𝑇𝐸  mayor a 1×1013 s-1. Además, con la excitación 

directa a la nicotinamida reducida (380 nm) se determinó el tiempo de decaimiento del estado 

electrónico excitado S1, observándose un valor de 383.6 ps en solución acuosa, y 330.2 ps en 

metanol. Estudios por anisotropía de fluorescencia demostraron que los momentos dipolares 

de transición (absorción y emisión) están orientados de forma paralela con excitación de 380 

nm y no paralela con excitación de 266 nm con un valor 𝛽 (ángulo entre los momentos 

dipolares de transición de absorción (adenina) y emisión (nicotinamida)) de 47.86o y 48.8o 

(266 nm) para las formas plegada y desplegada y  24.09 o (380 nm). Por medio del modelado 

de Förster, fue posible concluir que debido a que el estado excitado S1 de la adenina decae 

muy rápidamente, el proceso de migración excitónica (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 ultrarrápido. Finalmente, con base en los resultados obtenidos se demostró que 

es posible estudiar la dinámica molecular de las conformaciones del NADH en tiempo real, 

concluyendo que después de excitar a la adenina parte de su energía 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 ultrarrápido de TE. 
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TRES  Time Resolved Emission Spectra 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Un fluoróforo es una molécula que emite fluorescencia después de ser excitada con luz donde 

la intensidad y la longitud de onda de la luz emitida dependerán tanto del fluoróforo como 

de su ambiente químico. Los fluoróforos pueden ser divididos en dos clases principales: 

extrínsecos e intrínsecos. Los primeros se caracterizan por ser añadidos a una muestra cuando 

esta no presenta la propiedad de emitir fluorescencia por sí misma, y los fluoróforos 

intrínsecos que se encuentran de manera natural y por si mismos presentan fluorescencia.1 

 

El dinucleótido de adenina y nicotinamida reducida (NADH), es una molécula biológica 

o coenzima que participa en el transporte de electrones. Es un ejemplo claro de un fluoróforo 

intrínseco. El NADH se caracteriza por ser altamente fluorescente y absorber en el 

ultravioleta, con longitudes de onda de absorción y emisión máximas de 340 nm y 460 nm, 

respectivamente.1 Esta coenzima ha sido estudiada presentando algunas características que 

la hacen uno de los fluoróforos más importantes en el campo de espectroscopía de 

fluorescencia. Por ejemplo, el NADH, es usado como biomarcador debido a sus 

características fluorescentes por parte de la nicotinamida. Esta propiedad se ha empleado por 

ejemplo, en la detección de apoptosis temprana en las células.2 Además, su estructura 

compuesta por dos nucleótidos adenina y nicotinamida reducida unidos entre sí 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 nuclear3 y espectroscopia de fluorescencia.4 Por otro lado, estudios 

realizados por Blacker5 comprueban un valor de tiempo de vida del estado excitado más corto 

para el NADH libre en comparación con un tiempo de vida largo de NADH unido a proteínas, 

lo anterior, debido a las variaciones que existen en el nivel de restricción conformacional del 

NADH en sus correspondientes sitios de unión.  
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Figura 1.1. Conformaciones de la coenzima NADH. a) Plegada b) Desplegada. 

 

El nucleótido adenina, una de las cinco bases nitrogenadas que forman parte de los ácidos 

nucleicos como el RNA y DNA y que también se encuentra en el NADH, tiene un 

rendimiento cuántico de fluorescencia extremadamente bajo, del orden de 10-5. El tiempo de 

vida de su primer estado excitado es menor a los 100 fs debido a las intersecciones cónicas 

existentes entre diversos estados electrónicos, incluyendo al basal.6 Una intersección cónica 

se define como un cruce de superficies de energía potencial correspondientes a distintos 

estados electrónicos, como los estados S1 y S0. En la adenina, la existencia de esta 

intersección conlleva a que exista un decaimiento ultrarrápido del estado excitado.6,7,8,9 

 

Desde el año 1957, se ha tenido la noción de que el NADH puede llegar a presentar TE 

por parte de la adenina a la nicotinamida reducida. Asimismo, el rendimiento de este proceso 

varía en función de la conformación en la que se encuentre (plegada o desplegada) el 

NADH.10 Estudios previos demuestran que existe dicha migración excitónica (TE),11,12,13 sin 

embargo, la descripción de este proceso no es completa, ya que solo se han realizado estudios 

de espectroscopia estática. Estos métodos tienen la función de registrar una señal de un 

promedio de eventos dinámicos que ocurren en una molécula. Es por ello que se propone 

estudiar el proceso de TE por una técnica de espectroscopía con resolución temporal de 

femtosegundos que logra monitorear este tipo de procesos en escalas de tiempos muy breves, 

y que permite observar la dinámica molecular en tiempo real. En particular, dentro de la 

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

capacidad de medir la intensidad de fluorescencia de una muestra como función 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 espectroscópicas y considera 

un modelado tipo Förster. Debido a que el NADH posee una banda de absorción en una 

longitud de onda de 260 nm y un coeficiente de absortividad alto, se logró estudiar este 

proceso de forma selectiva con excitación directa y aislada de la adenina. Después, por la 

técnica de suma de frecuencias, empleando como fuente de excitación el tercer armónico 

(𝑒𝑥𝑐 = 266 nm) de un láser de titanio:zafiro, se detectó la emisión del estado excitado de la 

nicotinamida reducida excitando a la adenina, lo que refleja un alto grado de TE en la 

conformación plegada (solución acuosa amortiguadora de fosfatos-pH = 7.4). Como se 

muestra en la sección de resultados, fue posible observar de manera directa la existencia de 

una competencia cinética entre los procesos de TE y decaimiento ultrarrápido de la adenina. 

En el caso de una conformación desplegada (soluciones de metanol), se logró concluir que 

existe un valor mínimo de TE permitiendo que se observe directamente el decaimiento 

ultrarrápido del estado excitado de la adenina en los primeros femtosegundos. Finalmente, 

empleando como fuente de excitación el segundo armónico (𝑒𝑥𝑐 = 380 nm) del láser, fue 

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

 
Figura 1.2. Diagrama que ilustra a) transferencia de energía b) emisión directa de la nicotinamida reducida. 

 

En este trabajo se buscó describir la competencia cinética entre el decaimiento ultrarrápido 

de la adenina y la TE. Se buscará entender cómo este fenómeno a su vez causa  que la adenina 

sea aún más sensible a la distancia que esta pueda presentar con la nicotinamida en la 

conformación plegada, la adenina absorberá y transferirá parte de su energía a la 

nicotinamida reducida. Además, se obtendrán los tiempos característicos de los procesos 

involucrados en el sistema como el tiempo de vida del estado excitado de la nicotinamida en 

estado reducido, los tiempos de relajación del disolvente, la relajación ultrarrápida de la 

adenina y la duración del proceso de TE.
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo principal 
 

 Estudiar por suma de frecuencias con resolución en femtosegundos, así como por 

espectroscopia estática y modelado Förster, el proceso de TE en NADH, el cual 

sucede después de la excitación de la adenina hacia la nicotinamida. Asimismo, se 

estudiará cómo este proceso es afectado por la conformación plegada o desplegada 

que presenta el NADH. 

2.2. Objetivos específicos 
 

 Caracterizar las propiedades fotofísicas del NADH en solución acuosa y metanol por 

medio de los espectros de absorción, emisión y excitación estáticos del NADH. 

 Estudiar el proceso ultrarrápido de la TE de las conformaciones plegada y desplegada 

del NADH, así como la dinámica de relajación ultrarrápida de la adenina por medio 

de la técnica de suma de frecuencias. 

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

 Calcular el rendimiento de TE por medio de espectroscopia estática de las diferentes 

mezclas solución amortiguadora-metanol. 

 Estudiar la competencia cinética que existe entre la TE y el decaimiento ultrarrápido 

de la adenina. 

 Estudiar la emisión directa de la nicotinamida reducida por la técnica de suma de 

frecuencias con generación de segundo armónico. 

 Determinar la evolución espectral que presenta el NADH en disolventes como 

solución amortiguadora de fosfatos y metanol. 

 Determinar los valores de anisotropía para las dos conformaciones y la orientación 

del momento dipolar de transición  de absorción (adenina) con respecto al momento 

dipolar de transición del proceso emisivo (nicotinamida). 

 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. 

 Estudiar la TE por el modelado de Förster en función de la distancia. 
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3. ANTECEDENTES 
 

El NADH es una coenzima que regula la reacción de oxidación y reducción en el metabolismo 

celular. Su función principal es el intercambio de electrones y protones y la producción de 

energía de todas las células.14 Además, se caracteriza por ser uno de los cofactores más 

abundantes empleados por las proteínas y las enzimas.15 Vías metabólicas como la 𝛽-oxidación 

(proceso catabólico de los ácidos grasos) y el ciclo de Krebs producen NADH que participa en 

la fosforilación oxidativa y la producción de ATP.16 El NADH se escoge como molécula de 

estudio debido a tres características relevantes que presenta:  

 Fluorescencia por parte de la nicotinamida reducida con un rendimiento de 

fluorescencia de 0.02.17 

 Decaimiento ultrarrápido por parte de la adenina, uno de los nucleótidos que conforman 

su estructura. 

 Conformaciones plegada y desplegada que presenta su estructura según se indicó en la 

introducción. 

3.1. Fluoróforo intrínseco 
 

La fluorescencia intrínseca (autofluorescencia) del NADH por parte de la nicotinamida 

reducida permite que ésta sea usada como biomarcador óptico para la detección de apoptosis 

en fase temprana.18 El NADH se encuentra en gran cantidad en la mitocondria y está implicado 

en el potencial de membrana de ésta (que es un parámetro importante del estado redox de las 

células).19 Se ha observado que el cambio del tiempo de vida de fluorescencia del NADH está 

asociado con la apoptosis inducida por las Estaurosporinas (STs) mediada por la mitocondria,2 

debido a que este organelo actúa como el escenario integrador de una cadena de estímulos 

inductores para la apoptosis celular y desencadena así, una serie de cascadas de señalización 

que terminan con la muerte de la célula.18 Además, el tiempo de vida de fluorescencia del 

NADH presenta una relación con el consumo de oxígeno y el nivel de ATP durante la 

transformación de la energía desde la glucólisis hasta la fosforilación oxidativa.20-21 

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

valor de alrededor de 0.4 ns.1,5,22,23  Este tiempo aumenta hasta cuatro veces su valor debido a 
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la unión con una proteína o una enzima en su sitio activo.5,1 Sin embargo, dependiendo de la 

proteína o enzima a la cual la coenzima está unida, el tiempo de vida de fluorescencia aumenta 

en menor o mayor magnitud según sea el caso. Algunos ejemplos son las enzimas aldehído 

deshidrogenasa y malato deshidrogenasa, las cuales al estar unidas al NADH logran que esta 

coenzima tenga un tiempo de vida de fluorescencia de 7 ns24 ns y 0.9 ns,25 respectivamente. 

Además, el cambio en el tiempo de vida de fluorescencia del NADH conlleva a que se logre 

medir las constantes de disociación, las cuales son útiles en la cinética enzimática y por ende, 

en los cambios en el estado redox de células vivas.25,26 

 

3.2. Decaimiento ultrarrápido de la adenina 
 

Se ha investigado la fotofísica de la adenina, una de las bases nitrogenadas del ADN buscando 

comprender los fotoprocesos de este cromóforo.7 Se conoce que la desactivación de una 

molécula desde su estado electrónico excitado a su estado electrónico basal depende de la 

estructura química y electrónica de esta, así como del medio en el cual se encuentra.27 Por 

medio de técnicas de espectroscopía estática se ha demostrado que el rendimiento cuántico de 

fluorescencia de esta base púrica en disolución acuosa es del orden de 10-5 lo que indica que la 

gran mayoría de estados electrónicos excitados decaen de forma no radiativa.28 Por otro lado, 

técnicas de espectroscopia por resolución temporal han determinado un tiempo de vida ≤ 100 

fs desde el primer estado excitado S1 de la adenina.6, 29 

 

El decaimiento ultrarrápido de la adenina se debe a un proceso de conversión interna (CI) 

el cual se da por la existencia de intersecciones cónicas que describen el cruce de superficies 

de energía potencial del estado excitado S1 y del estado basal S0.7 Cabe mencionar que las 

principales características fotofísicas mencionadas anteriormente se confieren al alto grado de 

efectividad por parte de las intersecciones cónicas. Numerosos resultados teóricos acerca del 

decaimiento de la adenina describen el proceso de desactivación ultrarrápido después de una 

excitación UV a causa de las intersecciones cónicas,8 las cuales durante los últimos años han 

demostrado desempeñar un papel central en la mayoría de los procesos moleculares que 

involucran estados excitados.28 
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3.3. Conformaciones plegada y desplegada 
 

El NADH está compuesto por dos nucleótidos adenina y nicotinamida reducida que se 

encuentran unidos entre sí por medio de ribosas y grupos pirofosfatos15 como se ilustra en la 

Figura 3.1. Estudios de espectroscopía de fluorescencia,4 espectroscopía Raman,30,31 

Resonancia Magnética Nuclear3 y cristalografía de rayos X32 han sido usados para obtener 

información estructural.  

 

Figura 3.1. Estructura de la coenzima NADH. 

Respecto a la estructura de la coenzima NADH, existen dos conformaciones en solución: una 

conformación plegada, en donde la nicotinamida reducida y adenina están apiladas a una 

distancia aproximada de 4.7 Å, y una conformación desplegada en donde los dos nucleótidos 

se encuentran separados a una distancia promedio de 15.5 Å.15 Normalmente, en solución estas 

conformaciones están en equilibrio entre sí como lo indican estudios de dinámica molecular,15 

Resonancia Magnética Nuclear3 y fluorescencia.4 Además, algunos factores como la 

temperatura, el pH, la concentración de iones metálicos como Al3+ y la polaridad del disolvente 

modifican el plegamiento de la coenzima y a su vez el tiempo de vida de ésta.14  

En trabajos de Resonancia Magnética Nuclear por medio del análisis en los desplazamientos 

químicos que sufren los protones en función de la temperatura, soluciones acuosas, metanol y 

urea13 se estudiaron los parámetros termodinámicos básicos que rigen el plegamiento de la 

molécula. En cuanto a la parte teórica, 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 cálculos cuánticos en los que se ha investigado el cambio 

conformacional del NADH en solución y la interacción de esta molécula con cationes de 
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aluminio, el cual favorece la conformación plegada del NADH debido a la formación de una 

estructura más rígida a través de la unión del aluminio al oxígeno del grupo pirofosfato.14,15 

Estos estudios indican que las conformaciones plegadas de esta  molécula corresponden a 

distancias adenina-nicotinamida de alrededor de 5 Å. 

Finalmente, cabe mencionar que los fotoprocesos del NADH han sido escasamente 

estudiados por métodos modernos de espectroscopia por resolución temporal de 

femtosegundos. Los experimentos de absorción transitoria realizados con resolución de 

picosegundos y nanosegundos por excitación de la nicotinamida reducida no exploran los 

detalles de los eventos del estado excitado y principalmente se centran en los fotoproductos 

tales como formas iónicas y radicales de NADH y electrones solvatados.33,17,34,35 Además, la 

técnica presenta poca sensibilidad.36 Es por ello que en este trabajo se estudia por suma de 

frecuencias con resolución de femtosegundos el proceso de TE y como éste compite con el 

decaimiento ultrarrápido de la adenina logrando obtener resultados en tiempo real de la 

dinámica de la molécula. 
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4. MARCO TEÓRICO 
 

Es importante conocer los fundamentos en los que se basa el estudio de los estados 

electrónicamente excitados, por tal razón en este capítulo se abordan algunos conceptos como 

la interacción radiación-materia, la evolución de un estado excitado y su posterior relajación 

por los diferentes mecanismos de desactivación. Por otro lado, se hace énfasis en el proceso 

de transferencia de energía y se revisan aspectos generales relacionados con espectroscopia 

estática y espectroscopia con resolución temporal, con el fin de entender la fotodinámica de 

la coenzima a estudiar. Además, se hace hincapié en algunos fundamentos de Resonancia 

Magnética Nuclear-ROESY como técnica analítica de verificación de las conformaciones 

que presenta la coenzima NADH. 

 

4.1. Interacción radiación-materia  

 

Cuando la radiación electromagnética atraviesa un sistema de partículas cargadas, como el 

que forman los electrones y núcleos constituyentes de los átomos y moléculas, los campos 

magnético y eléctrico de la radiación interactúan con las cargas provocando una perturbación 

dependiente del tiempo que puede inducir transiciones entre los diferentes estados cuánticos 

del sistema. La absorción de la luz por parte de una molécula tiene lugar solo si el fotón 

provee de energía suficiente para promover el sistema de un nivel a otro y si la onda 

electromagnética puede interactuar con el sistema. Esta interacción está definida por: 

                                                                  𝑈𝑖→𝑓 = < 𝑓|µ̂|𝑖 >                                                       Ec. 4.1 

donde µ̂ es el momento dipolar eléctrico y i y f  son  las funciones de onda de los estados 

inicial y final, respectivamente como se describe en la ecuación.37 

Por otro lado, para que exista una transición desde un estado basal a un estado excitado se 

hace necesario cumplir entre otras condiciones el uso de la regla de selección de espín, la 

cual hace alusión a una transición permitida solo cuando los estados electrónicos presentan 

la misma multiplicidad. 
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4.2. Naturaleza de los estados excitados 

 

El estado electrónico de una molécula está basado en las propiedades de todos los electrones 

en todos sus orbitales. La función de onda de un estado electrónico es una combinación 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 radiación electromagnética es por 

medio de un proceso mecánico cuántico, donde una molécula es transformada de su estado 

basal a su estado excitado. En los átomos, la absorción involucra la promoción de un electrón 

de una capa orbital externa hacia un orbital vacío de mayor energía. Los electrones de una 

molécula que inicialmente se encuentran en los orbitales moleculares de menor energía 

(HOMO, highest occupied molecular orbital) tienden a ubicarse en los orbitales desocupados 

de mayor energía (LUMO, lowest unoccupied molecular orbital). Cuando un electrón 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 promoción del electrón. Una molécula en un estado excitado tendrá 

una distribución electrónica y una energía diferente al estado basal que le permitirá reaccionar 

de forma distinta a una molécula en el estado basal (menor energía). 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.38 

 

Aunque la naturaleza exacta de los estados excitados muestra una gran variabilidad 

dependiente de parámetros específicos para una molécula dada, se pueden considerar algunas 

moléculas simples para ejemplificarlos como el etileno (CH2 = CH2) donde los dos átomos 

de carbono están unidos por un enlace 𝜎 y un enlace tipo 𝜋. En esta molécula la absorción de 

un fotón de energía apropiada promueve uno de los electrones 𝜋 a un orbital antienlazante 

tipo 𝜋∗, transición denotada como 𝜋 → 𝜋∗ y la excitación de un electrón del orbital enlazante 

𝜋 al orbital antienlazante 𝜎* ocurre cuando la energía del fotón es igual a la diferencia de 

energía entre el estado basal y el estado excitado, transición denotada como 𝜋 → 𝜎∗. Por otro 

lado, una molécula podría también tener electrones no enlazantes localizados en 

heteroátomos como oxígeno y nitrógeno como lo es en el caso del formaldehído. Los 
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correspondientes orbitales moleculares son llamados n. La promoción de un orbital no 

enlazante a un orbital antienlazante es posible, y la transición asociada se denota como 𝑛 →

𝜋∗. 

 

4.3. Relajación electrónica de los estados excitados 
 

La luminiscencia es la emisión de luz de cualquier sustancia y ocurre desde los estados 

excitados electrónicamente. Dicha emisión se divide en dos categorías: fluorescencia y 

fosforescencia, dependiendo de la naturaleza del estado excitado. Una vez que las especies 

son excitadas por la absorción de un fotón, éstas se relajan al estado basal con un tiempo de 

vida característico, liberando un exceso de energía en forma de fotones. Los diagramas de 

Jablonski (Figura 4.1) se utilizan para visualizar los procesos involucrados en la relajación 

espontánea de una molécula que ha sido excitada por medio de la interacción con la radiación 

electromagnética.1 

 

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

 

Los estados electrónicos singuletes se representan por S0 para el estado basal, y S1, S2… Sn 

para los estados electrónicos singuletes excitados superiores, mientras que los estados 

tripletes excitados se denotan por T1, T2… Tn. Por otro lado, a cada nivel de energía 

electrónica le corresponden varios niveles de energía vibracional. La absorción de un fotón 

deja a la molécula en un estado electrónico 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 desactivación se dividen en dos categorías: Transiciones radiativas que se 

caracterizan por llevar a cabo la emisión de fotones (fluorescencia y fosforescencia), y las 

transiciones no radiativas como conversión interna, relajación vibracional y cruce entre 

sistemas las cuales decaen a estados excitados de menor energía sin la emisión de un fotón. 

A continuación, se abordan los conceptos generales de cada uno de estos procesos de 

desactivación.1 

 Fluorescencia: Proceso de emisión de fotones acompañado de una transición del 

estado superior o excitado S1 → S0. Este proceso se lleva a cabo desde el estado 

vibracional de menor energía del estado S1 (Regla de Kasha) hasta unos de los estados 

vibracionales del estado basal S0. Una de las características de este proceso es que la 

energía de emisión es menor a la energía de absorción.  

 

 Conversión Interna: Este proceso se caracteriza por ser una transición no radiativa 

entre dos estados electrónicos excitados isoenergéticos con la misma multiplicidad 

de espín Sn → Sn-1 o Tn → Tn-1. 

 
 Relajación Vibracional: Tiene lugar durante las colisiones entre moléculas excitadas 

y las moléculas del disolvente. La relajación vibracional es un proceso en donde las 

moléculas en disolución se relajan hacia un estado vibracional de menor energía del 

estado electrónico excitado de menor energía. 

 
 Cruce entre Sistemas: Es una transición no radiativa entre dos niveles isoenergéticos 

pertenecientes a estados de diferente multiplicidad de espín Sn → Tn. En principio, se 

caracteriza por ser una transición prohibida por la regla de selección del espín, sin 

embargo, si el acoplamiento entre el momento magnético orbital y el momento 

magnético de espín (acoplamiento espín-orbita) es suficientemente grande, estas 

transiciones pueden ser muy eficientes. 

 

 Fosforescencia: Es una transición radiativa desde el nivel vibracional del primer 

estado electrónico excitado T1 hacia el estado electrónico basal S0. Cabe decir que 

también es una transición prohibida por espín, con una constante radiativa muy 
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pequeña. Sin embargo, al igual que un proceso de cruce entre sistemas, es una 

transición permitida debido al acoplamiento espín-orbita. 

 

Existen otros procesos de relajación de los estados electrónicos excitados como la 

transferencia de energía. 

 

4.4. Transferencia de energía  

 

La TE se caracteriza por ser una de las herramientas más populares que estudian la dinámica 

molecular, además es un fenómeno electrodinámico que puede ser explicado utilizando la 

física clásica. Este proceso ocurre entre un donador (D) en estado excitado y un aceptor (A) 

en el estado basal. En el proceso fotofísico el donador excitado transfiere toda su energía de 

excitación al aceptor (Figura 4.2) de tal forma que el tiempo de vida del estado excitado de 

D disminuye.39 

 

Figura 4.2. Esquema de TE entre dos moléculas. Las transiciones de absorción y emisión son representadas por las líneas 
sólidas verticales (verde y roja, respectivamente), la relajación vibracional se indica por una línea ondulada (café) y la TE 
representa por las líneas punteadas de color celeste. 
 

Además, la TE es un proceso mecánico cuántico y requiere que el espectro de emisión de 

fluorescencia del D se superponga con el espectro de absorción del A. La teoría de Förster 

está basada en la regla de oro de Fermi, en donde la transferencia de energía de excitación se 

considera ser la transición entre los estados electrónicos de D y A denotados como 
𝑒
𝐷 

𝑏
𝐴 y 
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
𝑏
𝐷 

𝑒
𝐴 (donde b y e representan el estado basal y excitado respectivamente) promovidos a 

través de una interacción Coulómbica de dipolo-dipolo entre D y A. Ahora bien, las hipótesis 

de Förster son las siguientes: 

 Una aproximación dipolo-dipolo puede emplearse para el acoplamiento electrónico 

entre D y A. 

 La relajación vibracional después de la excitación de D, tiene lugar a una escala de 

tiempo más rápida en comparación con la TE. 

 El 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 rápidamente se relaja vibracionalmente con lo cual se pierde la resonancia 

entra las transiciones del donador y el aceptor (ver línea ondulada en la columna del 

aceptor en la Figura 4.2).40 

Con las consideraciones anteriores, el enfoque de la regla de oro de Fermi se sigue para 

obtener la expresión del proceso de TE según lo que se describe a continuación. Si 

consideramos un sistema D-A, con D en un estado excitado, teniendo 𝑀 niveles de energía 

vibracionales los cuales se consideran estar asociados con el estado excitado y A en el estado 

basal con 𝑁 niveles de energía vibracionales asociados con el estado basal. La transferencia 

de energía en el sistema D-A es la transición entre la función de onda del estado excitado del 

donador 𝑒
𝐷(𝑟𝐷; 𝑅𝐷) = 

𝑒
𝐷(𝑟𝐷; 𝑅𝐷)

𝐷𝑒
 teniendo una energía 𝐸𝐷𝑒𝑀 y el estado basal del 

aceptor 𝑏
𝐴(𝑟𝐴; 𝑅𝐴) = 

𝑏
𝐴(𝑟𝐴; 𝑅𝐴)𝐴𝑏

con una energía 𝐸𝐴𝑏𝑁, donde 
𝐷𝑒

 y 
𝐴𝑏

 representan los 

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

está dada por: 

𝑘𝑇𝐸 =
2𝜋

ħ
∑ ∑ 𝑓(𝐸𝐷𝑒𝑀𝐷

)𝑓(𝐸𝐴𝑏𝑁𝐴
)𝑁𝑀 |〈𝑒𝑀𝐷

𝐷 ,𝑏𝑁𝐴

𝐴 |𝑉𝐷𝐴|𝑒𝑀𝐴

𝐴 ,𝑏𝑁𝐷

𝐷 〉|
2
× 𝛿(𝐸𝐷𝑒𝑀𝐷 + 𝐸𝐴𝑏𝑁𝐴 − 𝐸𝐴𝑒𝑀𝐴 + 𝐸𝐷𝑏𝑁𝐷)    Ec.4.2 

donde (𝐸𝐷𝑒𝑀𝐷
) y 𝑓(𝐸𝐴𝑏𝑁𝐴

) representan la distribución térmica para los estados vibracionales 

iniciales de D y A, 𝑉𝐷𝐴 considera la interacción Coulómbica entre D y A y 𝛿(𝐸𝐷𝑒𝑀𝐷 + 𝐸𝐴𝑏𝑁𝐴 −

𝐸𝐴𝑒𝑀𝐴 + 𝐸𝐷𝑏𝑁𝐷) representa la emisión del donador. 

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

(aproximación de Condon) el término 〈𝑒𝑀𝐷

𝐷 ,𝑏𝑁𝐴

𝐴 |𝑉𝐷𝐴|𝑒𝑀𝐴

𝐴 ,𝑏𝑁𝐷

𝐷 〉 se puede escribir: 
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                                     〈𝑒𝑀𝐷

𝐷 ,𝑏𝑁𝐴

𝐴 |𝑉𝐷𝐴|𝑒𝑀𝐴

𝐴 ,𝑏𝑁𝐷

𝐷 〉 = 𝐽𝐷𝐴 ⟨
𝐷𝑒𝑀𝐷

|
𝐷𝑏𝑁𝐷

⟩ ⟨
𝐴𝑏𝑁𝐴

|
𝐴𝑒𝑀𝐴

⟩                              Ec.4.3 

donde 𝐽𝐷𝐴 representa los elementos de la matriz electrónica para la interacción dipolo-dipolo 

denotada como: 

                                                    𝐽𝐷𝐴 = {|𝑑𝑒𝑏
𝐷 ||𝑑𝑒𝑏

𝐴 |/𝑅3}                                                Ec.4.4 

En esta ecuación 𝑅 representa la distancia entre el aceptor y el donador,  es el factor de 

orientación de los momentos dipolares de transición de D y A y d es el vector de momento 

dipolar de transición de cada cromóforo.41.La expresión de la tasa de transferencia puede ser 

expresada en términos del espectro de absorción del aceptor y de emisión del donador. Para 

incorporar lo anteriormente dicho, es necesario escribir la función 𝛿 como: 

        𝛿(𝐸𝐷𝑒𝑀𝐷 + 𝐸𝐴𝑏𝑁𝐴 − 𝐸𝐴𝑒𝑀𝐴 − 𝐸𝐷𝑏𝑁𝐷) = ∫ 𝛿(
∞

−∞
𝐸𝐷𝑒𝑀𝐷 − 𝐸𝐷𝑏𝑁𝐷 − 𝐸) × 𝛿(𝐸 + 𝐸𝐴𝑏𝑁𝐴 − 𝐸𝐴𝑒𝑀𝐴)𝑑𝐸             Ec.4.5 

Aquí, la primera función delta representa la emisión del donador y la segunda la absorción 

del aceptor. Ahora, el coeficiente de la absorción dependiente de la frecuencia puede definirse 

como: 

                          𝑎𝐴() =
4𝜋2

3𝑐
|𝑑𝑒𝑏

𝐷 |
2
∑ 𝑓(𝐸𝐴𝑏𝑁𝐴) ⟨𝐴𝑏𝑁𝐴

|𝐴𝑒𝑀𝐴
⟩
2

𝑀𝐴,𝑁𝐴,
 × 𝛿(𝐸𝐴𝑏𝑁𝐴 − 𝐸𝐴𝑒𝑀𝐴 + ħ)               Ec.4.6 

Igualmente, el espectro de emisión del donador puede ser escrito como: 

                        𝑓𝐷() =
433

3ħ𝑐3 |𝑑𝑒𝑏
𝐷 |

2
∑ 𝑓(𝐸𝐷𝑒𝑀𝐷) ⟨𝐷𝑒𝑀𝐷

|𝐷𝑏𝑁𝐷
⟩
2

𝑀𝐷,𝑁𝐷,
 × 𝛿(𝐸𝐷𝑒𝑀𝐷 − 𝐸𝐷𝑏𝑁𝐷 − ħ)                        Ec.4.7 

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

obtenemos: 

                                           𝑘𝑇𝐸 =
92𝑐4

8𝜋4
1

𝑅6 ∫
𝑎𝐴()𝑓𝐷

()𝑑

4

∞

0
                                                     Ec.4.8 

donde η es el índice de refracción del medio que afecta a todas las interacciones electrónicas 

en medios condensados y c es la velocidad de la luz39. De la ecuación 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 -100Å. 

Finalmente, la teoría de Förster es ideal para interpretaciones cuantitativas y predicciones de 

observaciones experimentales tanto en sistemas orgánicos como inorgánicos. Sin embargo, 
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para describir procesos de TE que involucran transiciones prohibidas en necesario considerar 

la contribución de la interacción de intercambio, la cual no se incluye en este trabajo1. 

 

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

Un estado excitado puede tomar diferentes canales de desactivación 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 ecuación diferencial:41,42 

                                                                − 𝑑[𝑀∗]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑇[𝑀

∗]                                                       Ec.4.9 

donde [𝑀∗] es la concentración de la especie en el estado excitado y 𝑘𝑇 se refiere a las 

constantes cinéticas de velocidad de los procesos de desactivación involucrados en una 

molécula. Cabe mencionar que una molécula no presentará los mismos procesos de 

desactivación que otra, además que entre los procesos de desactivación, primará uno más que 

los demás debido al orden de magnitud de la constante de velocidad. La constante de 

velocidad 𝑘𝑇 puede ser expresada como 1/𝜏𝑇 donde 𝜏𝑇 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 

ecuación 4.9 puede ser escrita como:  

 

                                                                 − 𝑑[𝑀∗]

𝑑𝑡
= (

1

𝜏𝑇
) [𝑀∗]                                                 Ec.4.10 

Con la integración de la ecuación 4.10 se obtiene el valor de la concentración de la especie 

[𝑀∗]: 

 

                                                                    [𝑀∗] = [𝑀∗]0𝑒
−𝑡

𝜏𝑇⁄                                            Ec.4.11 

 

donde [𝑀∗]0 es la concentración de la especie en el estado excitado a tiempo cero.  
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4.6. Espectroscopía estática 
 

La espectroscopía estática se caracteriza por ser el método espectroscópico óptico más 

extensivamente usado en mediciones analíticas y en investigación científica. Se define como 

espectroscopía estática debido a que la señal 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 espectroscopía con resolución temporal. Con este tipo 

de espectroscopía se pueden obtener espectros de absorción, emisión y excitación los cuales 

proporcionan información acerca de la estructura, energía y dinámica de los estados 

electrónicamente excitados. Por ejemplo, los espectros de absorción se caracterizan por 

mostrar el espectro energético del fotón que fue absorbido durante el proceso y las bandas de 

absorción hacen alusión a las transiciones del estado basal al estado excitado. Por otro lado, 

los espectros de emisión 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 cuánticos, efecto del disolvente y principios básicos 

de absorción y fluorescencia se explicarán a continuación. 

 

4.6.1. Espectroscopía de absorción, emisión y excitación  
 

La espectroscopía de absorción, emisión y excitación está relacionada directamente con las 

transiciones electrónicas y vibracionales. El espectro de absorción junto con el de emisión 

pueden proporcionar información acerca de diferencias o similitudes entre las superficies de 

energía potencial del estado basal y del estado excitado. Si las superficies son similares o se 

encuentran espaciadas verticalmente muy poco, las geometrías de equilibrio pueden ser 

similares y por lo tanto la transición 0 0 es más intensa tanto en el espectro de absorción 

como en el de emisión, causando que los espectros se traslapen. Los espectros de absorción 

y emisión bajo estas condiciones son imágenes especulares.43 

Por otro lado, los espectros de emisión varían ampliamente y son dependientes de la 

estructura química del fluoróforo y del disolvente en el cual está disuelto. Cuando una 

molécula tiene un espectro de excitación, la fluorescencia es independiente de la longitud de 

onda de excitación de acuerdo a la regla de Kasha. Esta regla explica que una vez la molécula 
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absorbe luz, esta se relaja rápidamente por conversión interna o relajación vibracional al 

primer estado vibracional de menor energía del primer singulete del estado excitado. El 

proceso se puede explicar de una forma más 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 relajará más 

rápidamente desde el singulete excitado de mayor energía al singulete excitado de menor 

energía.44 

 

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

 

El tiempo de vida de fluorescencia (τ) y el rendimiento cuántico de fluorescencia () son las 

propiedades más importantes de un fluoróforo. El rendimiento cuántico se define como el 

número de fotones emitidos en relación con el número de fotones absorbidos y el tiempo de 

vida determina el tiempo disponible del fluoróforo para interactuar o difundirse en el entorno. 

Los significados del tiempo de vida y del rendimiento cuántico se representan en un diagrama 

simplificado de Jablonski (Figura 4.3). En este diagrama no se ilustran los procesos de 

relajación que conducen al estado S1, por el contrario, se hace énfasis en los procesos de 

relajación al estado basal.1 

 

Figura 4.3. Diagrama simplificado de Jablonski que ilustra el significado de tiempo de vida y rendimiento cuántico donde 
kr es la tasa emisiva o constante de decaimiento del fluoróforo y knr es la constante de decaimiento no radiativo. 
 

Las constantes 𝑘𝑟 y 𝑘𝑛𝑟 representan la tasa emisiva de radiación y la tasa de decaimiento no 

radiativa, respectivamente. Las propiedades asociadas a estas constantes disminuyen la 

población en el estado excitado causando que la fracción de fluoróforos que decaen por 

medio de la emisión de fluorescencia este dada por la ecuación 4.12: 
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                                                                            =
𝑘𝑟

𝑘𝑟+𝑘𝑛𝑟
                                                              Ec. 4.12 

El rendimiento cuántico 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 

será menor a la unidad debido a las pérdidas de Stokes (luz emitida de menor frecuencia que 

la luz absorbida en la misma transición).1 

Por otro lado, la determinación experimental del rendimiento de fluorescencia de un 

fluoróforo se realiza mediante una comparación con el rendimiento de un fluoróforo estándar 

conocido como se muestra en la ecuación 4.13: 

                                                                         =  𝑅
𝐼

𝐼𝑅

𝑂𝐷𝑅

𝑂𝐷

𝑂𝐷2

𝑛𝑅
2                                                   Ec. 4.13 

donde, 𝐼 e 𝐼𝑅 son las intensidades integradas de los espectros de emisión de la muestra y el 

estándar respectivamente, 𝑂𝐷𝑅 es la densidad óptica o absorbancia del estándar y 𝑂𝐷 es la 

muestra a la longitud de onda de excitación, y 𝑛 el índice de refracción en el que se midió la 

muestra y el fluoróforo estándar. Ambos fluoróforos son medidos bajo las mismas 

condiciones con una absorbancia < 0.1 para evitar efectos de frente de celda, reabsorción e 

interacciones moleculares.1 

 

El tiempo de vida del estado excitado se define como el tiempo promedio en el que la 

molécula en disolución permanece en el estado excitado. Para un fluoróforo el tiempo de vida 

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

 

                                                                           𝜏 =  
1

𝑘𝑟+𝑘𝑛𝑟
=

1

𝑘𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
                                               Ec. 4.14 

 

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

tiempo de relajación haciendo que la emisión de fluorescencia sea un proceso aleatorio. 

 

4.6.3. Efectos del disolvente 
 

La polaridad y la velocidad de relajación 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 emisión de los fluoróforos. La emisión de los fluoróforos generalmente ocurre 

a longitudes de onda mayores que la absorción. Esta pérdida de energía se debe a una 

variedad de procesos dinámicos que ocurren después de la absorción de la luz. Cuando un 

fluoróforo es excitado, el exceso de energía vibracional es rápidamente cedido al disolvente 

(Figura 4.4). Si el fluoróforo es excitado a un estado singulete S2, rápidamente decae al estado 

S1 en un tiempo de 10-12 s debido al proceso de conversión interna. Los efectos del disolvente 

cambian esta emisión a niveles de energía aún más bajos debido a la estabilización del estado 

excitado por causa de las moléculas polares del disolvente. En algunas ocasiones, el 

fluoróforo tiene un momento dipolar más grande en el estado excitado (μE) que en el estado 

basal (μB). Después de la excitación, los dipolos del disolvente pueden reorientarse o relajarse 

alrededor del μE, lo cual baja la energía del estado excitado. Si la polaridad del disolvente 

aumenta, este efecto se hace mayor, también resultando en la emisión a energías más bajas o 

mayores longitudes de onda1. 

 

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

 

A temperatura ambiente, la relajación del disolvente ocurre entre los 10-100 ps1. 

 

4.7. Espectroscopía con resolución temporal 
 

La espectroscopía resuelta en el tiempo estudia diversos fenómenos fotofísicos y 

fotoquímicos que experimenta una molécula en solución después de ser irradiada con pulsos 

láser ultracortos en función del tiempo1. Procesos dinámicos como la relajación electrónica 

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 más 

ampliamente usadas en este tipo de espectroscopía 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 

fenómenos de relajación del estado excitado de la molécula presenta un retraso temporal 

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

 

4.7.1. Resolución de fluorescencia por suma de frecuencias 

 

Como se mencionó anteriormente, por medio de la resolución por suma de frecuencias es 

posible estudiar la dinámica de relajación electrónica 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 resolución temporal a una escala de femtosegundos y es 

una técnica espectroscópica denotada como método de inicio-prueba.1,36 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: 

                                                                                      ∆𝑡 =
∆𝑥

𝑐
                                                                  Ec.4.15 

donde ∆𝑥 es la diferencia de distancia que existe entre los dos pulsos y ∆𝑡 es dependiente de 

la señal del detector. La grabación de la señal para diferentes retrasos permite monitorear la 

dinámica de relajación de la molécula. En la Figura 4.5 se ilustra el arreglo óptico para la 

técnica de resolución de fluorescencia por suma de frecuencias, este consiste en la división 

de los dos pulsos, cada uno con un camino óptico totalmente diferente. El pulso de inicio en 

el presente trabajo tiene una longitud de onda de 380 nm (excitación de la nicotinamida) o 

266 nm (excitación de la adenina). Este pulso excita la muestra, la fluorescencia es colectada 

y enfocada por un par de espejos parabólicos denotados como EP1 y EP2 al cristal de 𝛽-BBO, 

un elemento óptico no lineal, uniaxial negativo que permite el ajuste de fases. El pulso de 

prueba es enfocado en la misma región de este, donde se satisface la condición de ajuste de 

fases y se genera la suma de frecuencias que es proporcional a la intensidad de emisión 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 señal 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 señal de este tipo de detectores está pulsada, por 

lo tanto es necesario combinar estos detectores con un osciloscopio para monitorear la 

evolución temporal de la señal. Finalmente, las señales modeladas provenientes de la 

combinación del detector-osciloscopio son muy débiles, por lo que es necesario recurrir a un 

detector lock-in para su posterior amplificación. 

 

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

Ahora bien, en el cristal de óptica no lineal de 𝛽-BBO tanto el pulso de prueba como la 

fluorescencia deben ingresar con la polarización en el eje ordinario del cristal birrefringente, 

y la señal de suma de frecuencias será irradiada con una polarización perpendicular a esta 

dirección. Por lo tanto, la resultante de la suma de frecuencias está dada por: 

                                                                          𝜔𝑆𝐹 = 𝜔𝑃 + 𝜔𝐹                                                               Ec.4.16 

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

quiere detectar. Por otro lado, la condición de ajuste de fases está dada por la suma de los 



32 
 

vectores de onda de fluorescencia 𝑘⃗ 𝐹 y del pulso de prueba 𝑘⃗ 𝑃 como se muestra en la ecuación 

4.17: 

                                                                              𝑘⃗ 𝑆𝐹 = 𝑘⃗ 𝑃 + 𝑘⃗ 𝐹                                                             Ec.4.17 

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

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

 

Figura 4.6. Esquema de suma de frecuencias en un cristal de 𝛽-BBO. El ángulo 𝜃 representa el ángulo de ajuste de fases y 
𝛾 representa el ángulo entre el pulso de prueba y fluorescencia. 
 

Debido a que la intensidad del pulso de prueba es constante, la señal que se obtiene de la 

suma de frecuencias dependerá de la intensidad de emisión detectada al tiempo en que el 

pulso de prueba llega al cristal. Esta señal es proporcional a la población del estado que es 

responsable de la emisión 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. Generación de segundo y tercer armónico 
 

Las intensidades de la luz por lo general son débiles o moderadas con una radiación 

convencional de varios W/m2. Esta puede interactuar con la materia ya sea por reflexión, 

refracción, dispersión o absorción, con poca o ninguna modificación en la frecuencia. Una 

gran variedad de fenómenos pueden ocurrir cuando la luz intensa interactúa con la materia, 

dando lugar a la creación de nuevos haces de diferentes longitudes de onda (óptica no lineal). 

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

armónico, así como armónicos más altos. Esto indica por ejemplo, que cuando la radiación 
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intensa de frecuencia ω se centra en un cristal, dos componentes se generan: la radiación de 

la frecuencia incidente ω y la radiación equivalente a dos veces la frecuencia incidente (2ω), 

denotado segundo armónico. Por otro lado, la generación del segundo armónico junto con la 

radiación intensa de frecuencia ω centrada en un cristal, generan el tercer armónico (3ω). 

Un campo eléctrico débil 𝐸 provoca en un material una inducción eléctrica 𝐷 donde: 

                                                                𝑫 = 𝑬 + 4𝜋𝑷                                                   Ec.4.18 

que depende de la polarización del medio como se observa en la ecuación 4.18. Por ello, para 

una pequeña cantidad de luz la polarización inducida en el material depende linealmente de 

la intensidad del campo eléctrico 𝐸:      

                                                                      𝑃(𝐸) = χ(1)𝐸                                                      Ec.4.19 

donde χ(1) se denomina susceptibilidad eléctrica de primer orden y representa la respuesta 

lineal utilizada en óptica no lineal. Ahora bien, cuando la intensidad del campo eléctrico 𝐸 

aumenta, la polarización del medio ya no es linealmente dependiente de 𝐸 y puede ser 

expandido en series de Taylor: 

                                                𝑃(𝐸) = 𝜀0[χ
(1)𝐸 + χ(2)𝐸2 + χ(3)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 información sobre las propiedades ópticas del 

material dieléctrico como el índice de refracción y el coeficiente de absorción.  

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

polarizada 𝐸 = 𝐸0𝑐𝑜𝑠𝜔𝑡. La polarización inducida hasta el tercer orden se escribe: 

                              𝑃(𝑡) = 𝜀0[χ
(1)𝐸0𝑐𝑜𝑠𝜔𝑡 + χ(2)𝐸0

2𝑐𝑜𝑠2𝜔𝑡 + χ(3)𝐸0
3𝑐𝑜𝑠3𝜔𝑡 + ⋯]             Ec.4.21 

En la ecuación 4.21 pueden identificarse los términos asociados a los distintos fenómenos no 

lineales por ejemplo, la generación del segundo armónico corresponde a la oscilación de 2𝜔 

donde se pone en manifiesto que su intensidad será proporcional al cuadrado de la onda 

incidente. Se pueden separar por tanto, las contribuciones a 𝑃(𝑡) oscilando a las frecuencias 

de 0, 𝜔, 2𝜔 y 3𝜔 de la siguiente forma: 
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                                                    𝑃(𝑂) =
𝜀0

2
χ(2)𝐸2                                                                   Ec.4.22 

                                           𝑃(𝜔)(𝑡) = 𝜀0 [χ(1)𝐸0 +
3

2
χ(3)𝐸0

3]  𝑐𝑜𝑠𝜔𝑡                                     Ec.4.23 

                                                𝑃(2𝜔)(𝑡) =
𝜀0

2
χ(2)𝐸2𝑐𝑜𝑠2𝜔𝑡                                                 Ec.4.24 

                                                𝑃(3𝜔)(𝑡) =
𝜀0

4
χ(3)𝐸3𝑐𝑜𝑠3𝜔𝑡                                               Ec.4.25 

El término 𝑃(𝑂) representa una contribución estacionaria que implica la aparición de un 

potencial eléctrico constante proporcional a la susceptibilidad del segundo orden. Se trata de 

un proceso de rectificación óptica, por lo que ante la excitación del campo oscilante a 

frecuencia 𝜔, el material responde con una perturbación estacionaria. Los términos 𝑃(2𝜔) y 

𝑃(3𝜔) corresponden a la generación del segundo y tercer armónico respectivamente, de la luz 

incidente. La intensidad de ambos armónicos es proporcional al cuadrado y al cubo, 

respectivamente, de la intensidad incidente. 

El término 𝑃(𝜔)incluye la respuesta lineal  𝑃𝐿
(𝜔)

= 𝜀0χ
(1)𝐸0𝑐𝑜𝑠𝜔𝑡, junto con el término 

no lineal 𝑃𝑁𝐿
(𝜔) que modifica la respuesta a la frecuencia de excitación y se traduce en cambios 

del índice de refracción.45 

La generación del segundo armónico viene controlada por lo que se conoce como ajuste 

de fases. La onda incidente caracterizada por tener una frecuencia 𝜔1 y un vector 𝒌1 generan 

una onda de polarización no lineal a una frecuencia 2𝜔1 y un vector 2𝒌1. Esta polarización 

induce a la generación del segundo armónico de frecuencia 𝜔2 = 2𝜔1 y vector 𝒌2 que no es 

igual a 2𝒌1 . Esto indica que la fase de la onda de polarización (2𝑘1) es generalmente 

diferente de la fase de onda generada del segundo armónico (𝑘2). La condición de ajuste de 

fases se cumple solo cuando: 

                                      2𝒌1 = 𝒌2(2𝜔1) = 𝒌1(𝜔1) + 𝒌1(𝜔1)                                       Ec.4.26 

Y puede ser escrita de forma general como: 

                                           𝒌𝟑(𝜔3) = 𝒌1(𝜔1) + 𝒌2(𝜔2)                                                Ec.4.27 



35 
 

La generación de segundo armónico es un caso especial de la interacción de tres ondas. Dos 

ondas incidentes de frecuencia 𝜔1 y 𝜔2 que interaccionan en un cristal no lineal y generan la 

suma de 𝜔3 = 𝜔1 + 𝜔2 o la diferencia 𝜔3 = 𝜔1 − 𝜔2. Finalmente, la generación del tercer 

armónico se obtiene con la generación del segundo armónico, seguido de la suma de 

frecuencias del haz fundamental y el segundo armónico.36  

 

4.7.3. Anisotropía de fluorescencia 

 

Las medidas de anisotropía se basan en el principio de excitación fotoselectiva de fluoróforos 

por luz polarizada. Si abordamos la excitación con luz polarizada en las moléculas, la emisión 

de muchas de éstas también está polarizada. El grado de polarización de la emisión se 

describe en términos de la anisotropía (𝑟). El origen de este fenómeno se basa en la existencia 

de momentos de transición para la absorción y emisión, los cuales se encuentran a lo largo 

de direcciones específicas en la estructura del fluoróforo. En solución homogénea, los 

fluoróforos que se encuentran en un estado basal están orientados al azar. Cuando se exponen 

a la luz polarizada, aquellos fluoróforos que tienen sus momentos de transición de absorción 

orientados a lo largo del vector eléctrico de la luz incidente, son excitados, de ahí el estado 

excitado está parcialmente orientado. 

La emisión puede llegar a despolarizarse mediante una serie de procesos dependiendo de 

la molécula que se esté estudiando. Todos los cromóforos tienen momentos de transición que 

ocurren a lo largo de un eje molecular. La difusión rotacional cambia la dirección de los 

momentos de transición y es una causa común de la despolarización. Las mediciones de 

anisotropía revelan el desplazamiento angular del fluoróforo que se produce entre la 

absorción y la posterior emisión de un fotón. Este desplazamiento depende de la velocidad y 

el grado de difusión rotacional durante el tiempo de vida del estado excitado. Además, puede 

llegar a brindar información acerca del tamaño, la forma y la flexibilidad de la molécula.1,46  

Para la mayoría de los experimentos de esta tesis, el sistema molecular es excitado con luz 

polarizada verticalmente. El vector de la luz de excitación está orientado de forma paralela 

al eje vertical o al eje z. La intensidad de la emisión se mide a través de un polarizador. 
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Cuando el polarizador de emisión está orientado en paralelo (II) a la dirección de la excitación 

polarizada, la intensidad observada se llama 𝐼ǁ. Asimismo, cuando la polarización es 

perpendicular (⊥) a la excitación, la intensidad se llama 𝐼⊥. Estos valores de intensidad son 

usados para calcular el valor de anisotropía: 

                                                                                    𝑟 =
𝐼ǁ−𝐼⊥

𝐼ǁ+2𝐼⊥
                                                                Ec.4.28 

La anisotropía se caracteriza por ser una propiedad adimensional que no depende de la 

intensidad total de la muestra que se está analizando. Esto se debe a que la diferencia (𝐼ǁ −

𝐼⊥) está normalizada por la intensidad total (𝐼ǁ + 2𝐼⊥). Para la mayoría de los fluoróforos los 

valores de anisotropía son inferiores a 0.4, y en general tienden a variar con el cambio en la 

longitud de onda de excitación. Esto es explicado por el ángulo 𝛽 formado por los momentos 

dipolares de transición de absorción y emisión el cual puede ser obtenido de la ecuación 4.29. 

La ecuación expresa la anisotropía fundamental de un fluoróforo en ausencia de cualquier 

movimiento de difusión rotacional.  

                                                          𝑟0 =
2

5
(
3𝑐𝑜𝑠2𝛽−1

2
)                                                   Ec.4.29 

Finalmente, en algunas moléculas el componente paralelo presenta un decaimiento inicial 

más rápido en comparación con el componente perpendicular debido a la rotación del 

momento de transición del fluoróforo fuera de la orientación vertical.1,46 

 

4.7.4. Convolución 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 relajación 

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, así como la relajación del 

disolvente. Para ello hay que tener en cuenta, que la señal que se obtiene por la técnica de 

suma de frecuencias es el resultado de una convolución de tres funciones (Figura 4.7): la 

función gaussiana de la intensidad del pulso de prueba 𝐼𝑝, la función gaussiana de la 

intensidad del pulso de inicio 𝐼𝑖 y la función de decaimiento exponencial de fluorescencia 

que se detecta por medio de la técnica. Por lo tanto, la integral que define la convolución de 

estas tres funciones esta expresada como se muestra: 
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                                               𝐼𝑠(𝑡𝑟) = ∫ {∫ 𝐼𝑖
∞

−∞
(𝑡′). 𝐼𝑝(𝑡 − 𝑡′)𝑑𝑡′}

∞

−∞
. 𝑒−

𝑡−𝑡𝑟
𝜏 𝑑𝑡                               Ec.4.30 

 

La integral que se encuentra entre llaves corresponde a la señal de correlación cruzada entre 

los pulsos de inicio y prueba, el último con tiempo de retraso respecto al pulso de inicio 

denotado como 𝑡𝑟. Cabe mencionar que por medio de la correlación cruzada entre estos dos 

pulsos se determina la función de respuesta del equipo (IRF, por sus siglas en inglés: 

Instrumental response function) y finalmente, 𝑡′ y 𝑡 son variables auxiliares para la 

convolución1. 

 

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

 

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

procesos de relajación de la molécula en estudio, es por ello que se resuelve la forma analítica 

de la ecuación denotada como: 

                               𝐼𝑠(𝑡𝑟) =
1

2
. 𝑐 [2 − erfc (𝑡𝑟

√ln16

∆𝑡
− ∆𝑡

𝑏

2√ln16
)] 𝑒

∆𝑡2𝑏2

𝑒4 ln16
.𝑒−𝑏.𝑡𝑟

                    Ec.4.31 

 

donde ∆𝑡 es el ancho del pico a la mitad de la altura máxima (𝐹𝐻𝑊𝑀𝑐𝑐 = 𝜎𝑐𝑐. 2.35), b es 
1

𝜏⁄ , c es la amplitud del decaimiento exponencial, 𝑡𝑟 es el tiempo de retraso y erfc es la 

función de error complementaria. 
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4.7.5. Espectros de emisión resueltos en el tiempo 

 

Los espectros de emisión 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 evolución temporal que presentan los estados excitados de 

una molécula con el cambio de longitudes de onda. La forma de obtener los espectros de 

emisión resueltos en el tiempo es indirecta. El procedimiento comienza con la medición de 

los decaimientos resueltos en el tiempo en una serie de longitudes de onda a través del 

espectro de emisión 𝐼(, 𝑡) que presenta la molécula a estudiar. Los decaimientos son 

dependientes de la longitud de onda. Para el cálculo de TRES, los decaimientos son 

analizados en términos de un modelo multiexponencial: 

                                                                𝐼(, 𝑡) = ∑ 𝛼𝑖()𝑒
−

𝑡

𝜏𝑖()𝑛
𝑖=1                                                       Ec.4.32 

donde 𝐼(, 𝑡) son los decaimientos de intensidad correspondientes a cada longitud de onda, 

𝛼𝑖() son los factores pre-exponenciales, 𝜏𝑖() son los tiempos de decaimiento con 

∑𝛼𝑖() = 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 estático de emisión a esa longitud de onda. 

Si suponemos que 𝐹() es el espectro estático de emisión, se calcula la función 𝐻() usando: 

                                                                             𝐻() =
𝐹()

∫ 𝐼(
∞

0
(,𝑡)𝑑𝑡

                                                        Ec.4.33 

El cual para un análisis multiexponencial tiene la forma: 

                                                                           𝐻() =
𝐹()

∑𝛼𝑖()𝜏𝑖()𝑑𝑡
                                                      Ec.4.34 

En estas ecuaciones el término 𝐻() 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 

estático de emisión a esa longitud de onda. Entonces, las funciones de intensidad 

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

                                                          𝐼′(,𝑡) = 𝐻()𝐼(, 𝑡) = ∑ 𝛼′𝑖()𝑒
−

𝑡

𝜏𝑖()
𝑖                                       Ec.4.35 
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Donde 𝛼′𝑖() = 𝐻()𝛼𝑖(). Los valores de 𝐼′(,𝑡) se pueden utilizar para calcular la 

intensidad de cualquier longitud de onda y tiempo por lo que permite el cálculo de TRES. La 

ventaja de este proceso es que los valores de 𝐼′(,𝑡) son las funciones de respuesta corregidas 

para las distorsiones que se presentan a causa de la convolución por parte de la función 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 relajación.1 

 

4.8. Resonancia Magnética Nuclear-ROESY 

La tesis involucra estudios del NADH en conformaciones plegada y desplegada. Para 

confirmar la existencia de una población de moléculas plegadas en las soluciones acuosas, 

se realizaron observaciones por RMN-ROESY en dichas muestras. En esta sección se 

describe brevemente el fundamento de estos experimentos. Cuando uno de dos espines, 

denotados como I y S, interactúa con el dipolo magnético del otro tiene lugar un fenómeno 

de interacción dipolo-dipolo denominado relajación cruzada, por el que se transfiere 

magnetización a través del espacio de un espín al otro. Por lo tanto, la intensidad de la señal 

del espín I debe cambiar cuando se perturba el estado de equilibrio del espín vecino. La 

perturbación puede realizarse mediante saturación o inversión con pulsos de radiofrecuencia. 

El cambio de interacción que resulta de esta interacción dipolar se denomina efecto nuclear 

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

Cuando la magnetización de los espines está confinada en el plano xy del sistema de 

coordenadas, que rota con la velocidad del movimiento de precesión de los núcleos (denotado 

como sistemas de coordenadas  giratorio, rotating frame), mediante la aplicación de un pulso 

largo y de potencia intermedia (pulso de confinamientos, spin-lock), la relajación 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 tamaño 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 tamaño intermedio, para las que los NOEs son muy pequeños.47 



40 
 

Existe ROESY monodimensional (1D) y bidimensional (2D). En el 1D se usa un pulso 

selectivo (90o o 270o) que afecta al espín al que se le quiere medir un efecto NOE como se 

muestra en la figura 4.8a y usando un pulso 𝜋 2⁄  no selectivo y agregando un tiempo de 

evolución ∆ se da la 2D (Figura 4.8b). 

 

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

 

En la Figura 4.8a, el primer período está relacionado al tiempo de perturbación donde el 

sistema de espines se saca del equilibrio mediante una secuencia de pulsos. El segundo 

período (tiempo de mezcla-𝜏𝑚), representa el tiempo en el cual se perturba al sistema con 

diferentes campos para lograr resaltar ciertas interacciones entre los diferentes sistemas de 

espín de la muestra. El último período es el tiempo de detección en donde se detecta la señal 

emitida por parte de la muestra. La secuencia de pulsos de ROESY 2D (Figura 4.8b) presenta 

un periodo más que corresponde a un tiempo de evolución donde se deja evolucionar los 

sistemas de espín de la muestra bajo sus propias interacciones por un tiempo variable del 

experimento.48,49 
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5. METODOLOGÍA 
 

En este capítulo se alude a los diferentes detalles que se tuvo en cuenta a la hora de realizar la 

parte experimental del trabajo de investigación. Se describen las metodologías usadas para 

obtener los espectros de absorción, excitación y emisión que hacen parte de la espectroscopía 

estática, además, se incluye el esquema desarrollado de segundo y tercer armónico 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 continuación, se representa de forma simplificada la metodología que se llevó a cabo en este 

trabajo de investigación: 

 
 

5.1. Reactivos y sustancias químicas  
 

El NADH se adquirió de Sigma Aldrich con una pureza >99% por tal razón no hubo necesidad 

de recristalizar. El metanol se adquirió de igual forma en Sigma Aldrich con calidad HPLC. Para 

la preparación de la solución amortiguadors (pH=7.4) se trabajó con reactivos altamente puros, 

estos reactivos fueron fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) y fosfato de sodio dibásico 

(Na2HPO4), reactivos de igual forma adquiridos en Sigma Aldrich. Por otro lado se utilizó 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 contaminación que pudiera alterar el estudio a la hora de realizar la parte 

experimental. Finalmente, las muestras fueron preparadas al momento de hacer la medición, al 

igual que las mezclas amortiguador:metanol.  

 

Las muestras de NADH en metanol como en solución amortiguadora fueron preparadas 

al momento de hacer la medición por el equipo de Resonancia Magnética Nuclear. Se empleó 

un equipo Bruker, Avance III HD, de 700 MHz, equipado con criosonda TCI 700 H-C/ N-D 

de 5 mm y un muestreador automático sample Jet. Las muestras fueron preparadas en tubos 

de 5 mm, se tomaron aproximadamente 0.7 ml de una solución de NADH de concentración 

10 mM en amortiguador de fosfatos y metanol deuterado. 

Los datos de 1H- RMN tanto en amortiguador como metanol fueron colectados con una 

secuencia de pulsos de zg30 (excitación de la muestra con un pulso de 30o  y reducción del 

retardo), a una temperatura de 298 K y con un tiempo de adquisición 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 adquisición 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 solución el tiempo de adquisición fue de 

2324 s y el número de scans de 2048. Todos los espectros ROESY se adquirieron con un 

tiempo de mezcla-𝜏𝑚 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. Espectroscopía estática  
 

Los espectros de absorción, se obtuvieron en el espectrofotómetro Cary-50 (Varian) del Instituto 

de Química-UNAM, en una celda de cuarzo de 1 cm de paso óptico. Las absorbancias obtenidas 

estuvieron en un valor menor a 0.1 y la temperatura a la cual se llevó a cabo la medición fue de 

20 ± 1 oC (temperatura ambiente). 
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Los espectros de emisión y excitación se adquirieron en el fluorímetro Cary Eclipse (Varian), 

de igual forma se tomaron con una celda de cuarzo de 1 cm de paso óptico y a una temperatura 

ambiente de 20 ± 1 oC. Estos espectros se tomaron de las soluciones preparadas con un valor de 

absorbancia inferior a 0.1 mencionadas anteriormente, para evitar problemáticas como 

reabsorción y frente de celda que conllevan a datos erróneos.  

 

5.3. Espectroscopía con resolución temporal 

 

Por medio del oscilador de titanio:zafiro (NJA-5 Clark Marx Corporation, Coherent Inc) el cual 

es alimentado por un láser de diodos neodimio:vanadato (Verdi V-5, Coherent Inc) de 5W de 

potencia y 527 nm, se obtuvieron pulsos ultracortos con polarización horizontal por medio del 

amarre de modos. Pulsos con propiedades de 150 fs de duración, frecuencia de repetición de 100 

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

 

 
Figura 5.1. Esquema del oscilador de titanio:zafiro utilizado en el trabajo de investigación. 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 conservó la 

polarización horizontal y se dirigió al expansor en donde el pulso se alargó temporalmente con 
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un tiempo de duración de 250 ps. Antes de entrar al amplificador, el pulso pasó por un periscopio 

el cual cambio la polarización a vertical. En el amplificador, el pulso ganó 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 láser de diodos neodimio:YAG (ORC-100, Clark MRX) de 

5W de potencia y 532 nm. Finalmente, para llegar al compresor, el pulso pasó primero por un 

telescopio de Galileo y después por un periscopio el cual cambio la polarización de vertical a 

horizontal. En el compresor, se restableció la duración del pulso por medio de un juego de espejos 

en v y una rejilla de difracción. Al final, este salió del amplificador regenerativo con una 

frecuencia de repetición de 1KHz, una duración de 150 fs y 800 nm de longitud de onda (Figura 

5.2) 

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

 

5.3.1. Resolución 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 polarización horizontal se separó por medio 
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de dos divisores de haz, el primero llevó al haz (fundamental-800 nm) a una platina de retraso 

en donde se transformó de un retraso espacial a un retraso temporal (color rojo). El segundo haz, 

el cual paso por un segundo divisor de haz generó un segundo armónico (color azul) por medio 

de un cristal de 𝛽-BBO, pasando antes por un filtro de densidad, el cual controla la intensidad de 

la luz. El tercer armónico (color violeta) se generó gracias a la otra fracción proveniente del 

segundo divisor de haz, la cual junto con el segundo armónico generado y con la misma distancia 

recorrida en caminos ópticos llegaron al segundo cristal de 𝛽-BBO. Para compensar la dispersión 

temporal que sufre el pulso al pasar por los diferentes elementos ópticos, el tercer armónico se 

dirigió a un arreglo de prismas, allí se imprimió GDD- (Anexo 8.1.7), logrando que se 

reestablecieran las propiedades temporales del pulso. Debido a que el haz va con una polarización 

horizontal, fue llevado a un plato de retardo para cambiar su polarización a vertical. Antes de 

este cambio de polarización, paso por una hélice óptica o chopper que tiene como función ser un 

modulador óptico con una frecuencia de repetición de 1 3⁄  KHz. Por otro lado, el haz 

fundamental, antes de llegar al cristal de suma de frecuencias, también cambió su polarización a 

vertical debido a otro plato de retardo. 

Tanto el haz de segundo armónico 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 generó en la celda, se recolectó y enfocó por dos espejos 

parabólicos. La señal a su vez pasó por un filtro, el cual eliminó las contaminaciones del pulso 

de inicio y se enfocó al cristal de suma de frecuencias. La señal 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 transformó a una señal eléctrica y se amplificó 

por medio de un fotomultiplicador y un amplificador lock-in, respectivamente. Con la suma de 

frecuencias transformada en señal, se obtuvo cada uno de los decaimientos correspondientes a la 

dinámica 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 óptico para la técnica de suma de frecuencias.  

 

5.4. Transferencia de Energía-Förster 
 

Los cálculos de eficiencia de la transferencia de energía se obtuvieron con el programa 

photochemCAD. Los espectros de emisión del donador y de absorción del aceptor fueron 

elementales en el cálculo. Por otro lado, se necesitó de parámetros de entrada en el programa 

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

fueron los siguientes: 

 Índice de refracción: Con un valor de 1.33 el cual es el característico del medio en el que 

realizamos las mediciones de absorción y excitación (solución amortiguadora). 

 Rendimiento cuántico de fluorescencia: con un valor de 6.8×10-5 y el cual hace alusión 

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

 Coeficiente de extinción molar del aceptor: Con un valor de 6200 M-1cm-1. 
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 Longitud de onda de absorción del aceptor: 340 nm, máximo de absorción de la 

nicotinamida en el NADH. 

 

Teniendo fijos estos valores, se variaron otros como: la distancia entre los dos nucleótidos, 

expresada en armstrong (Å), el tiempo de vida del donador expresado en fs y el factor de 

orientación (), un parámetro que depende de la orientación de los momentos dipolares de 

transición del donador y el aceptor. Finalmente, con los parámetros establecidos para el cálculo, 

se determinó la eficiencia del proceso de TE. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

En esta sección se consideran los diferentes resultados obtenidos en el estudio de la fotofísica 

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 excitación de espectroscopía estática se logra tener una noción de la TE tanto en 

la conformación plegada como la desplegada. Por espectroscopía temporal se establecen los 

tiempos de vida de fluorescencia del NADH tanto en solución amortiguadora como en 

metanol, además se observa en tiempo real la TE que existe en la conformación plegada y el 

decaimiento ultrarrápido del estado excitado de la adenina. Finalmente, mediante el 

modelado de Förster y los demás resultados obtenidos se da respuesta a qué tan sensible es 

la adenina con la distancia. 

6.1. Resonancia Magnética Nuclear-ROESY 
 

Los espectros de 1H-RMN (Figuras 6.1 y 6.2) muestran claramente las señales características 

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

respectivamente, para la interpretación de las correlaciones existentes por ROESY. 

 
Figura 6.1. Espectro de 1H-RMN del NADH en solución amortiguadora (700 MHz). 



49 
 

Podemos apreciar las diferentes señales para cada uno de los protones correspondientes de 

los nucleótidos de adenina y nicotinamida reducida. Observamos que las señales de los 

protones de A8 y A2 se encuentran a campos bajos (8.0-8.7 ppm), por otro lado, las señales 

correspondientes a los protones de las ribosas están en un intervalo entre 4.0-7.0 ppm. La 

señal 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 pequeña, además, se 

hace alusión a una inequivalencia por parte de los protones unidos al carbono denotado como 

N4 debido al apilamiento de la molécula, ya que uno se orienta hacia la dirección de la adenina 

por anisotropía magnética o apantallamiento paramagnético (aumenta el campo que crea un 

desplazamiento a campo bajo) y el otro está orientado en sentido opuesto a este, como se 

observa, se caracteriza por presentar señales con intensidades altas y en sus extremos 

intensidades bajas denotadas como señales satélite.3 

 
Figura 6.2. Espectro de 1H-RMN del NADH en metanol (700 MHz). 

La Figura 6.2 muestra las señales correspondientes a los protones del NADH cuando se 

encuentra en metanol, las señales de los protones de A8 y A2 se mantienen a campos bajos. 

Por otro lado, las señales de los protones correspondientes a las ribosas se encuentran entre 

4.0-7.0 ppm. Con metanol, las señales de todos los protones tienden a desplazarse muy poco 

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

con sus satélites como se observa en el espectro. 

Teniendo clara la señalización 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  

 

Figura 6.3. Espectros ROESY del NADH en solución amortiguadora (700 MHz). 

En la Figura 6.3 se observan los diferentes espectros ROESY del NADH en amortiguador. 

En ellos se ilustra la irradiación de algunos de los protones característicos de los nucleótidos 

adenina y nicotinamida y del protón de la ribosa unida a la adenina. A continuación se 
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muestran las correlaciones de cada uno de ellos donde Ax, Nx, NX
′  y Ax

′  denotan los protones 

unidos a los carbonos del NADH: 

 A8 → A2, N2, A1
′ , N6, A2

′ , A3
′ , A5

′ , N2
′ , N3

′ , N4
′ , N5

′  

 A2 → N2, N1
′ , A1

′ , N5, N4, N3
′ , N4

′ , N5
′  

 N2 → A8, A2, A3
′ , N5, N4, N2

′ , N3
′ , N4

′ , N5
′  

 A1
′ → A8, A2, N6, N4, N2

′ , N3
′ , N4

′ , N5
′ , N1

′ , A2
′ , A3

′ , A5
′ , A4

′  

 N6 → A8, A2, A1
′ , N4, , N3

′ , N4
′ , N5

′ , N2
′ , A2

′ , A3
′ , A5

′  

 N4 → A8, A2, A1
′ , N2

′ , N3
′ , N4

′ , N5
′ , N1

′ , A2
′ , A3

′ , A5
′ , N5 

 
Al irradiar protones de la adenina A8 y A2 se observan correlaciones con los protones 

correspondientes a la nicotinamida reducida como N2 y N4, además de observarse 

correlaciones con los protones de la ribosa unida a la nicotinamida. De igual manera sucede 

cuando se irradian los protones característicos de la nicotinamida reducida como N2, N6 y N4 

en donde también se observan correlaciones con los protones A8 y A2 y con los protones 

asociados a la ribosa unida a la adenina. Al irradiarse se observó que el protón de la ribosa 

A1
′  también se encuentra correlacionado con protones tanto de la adenina como de la 

nicotinamida reducida. Estos resultados confirman una conformación plegada cuando el 

NADH se encuentra en solución amortiguadora, ya que una característica fundamental de la 

técnica ROESY es detectar correlaciones entre protones cercanos al protón irradiado (<

5.0 Å)50,51 
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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 continuación se muestran las correlaciones de cada uno de ellos: 

 

 A8 → A2, A1
′ , A2

′ , A3
′ , A5

′ , A4
′  

 A2 → A8, A1
′ , A2

′ , A3
′ , A5

′ , A4
′  

 N2 → N5, N4, , N3
′ , N4

′ , N5
′ , N2

′ , N1
′  

 A1
′  y N6 → A8, A2, A1

′ , N5, N3
′ , N2

′ , N1
′ , A2

′ , A3
′ , A5

′ , A4
′  

 N4 → N2, N6, A1
′ , N1

′ , N5, N3
′ , N2

′  
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Al irradiar los protones de A8 y A2 en metanol solo se observan las correlaciones con los 

protones de la ribosa a la cual la adenina está unida, de igual forma sucede con los protones 

de la nicotinamida reducida N2 y N4 que presentan correlaciones con los respectivos protones 

de la ribosa unida a ésta. En cuanto a las señales de A1
′  y N6 se observan correlaciones para 

ambos casos ya que se irradiaron los dos protones simultáneamente debido a la cercanía que 

presentan sus señales. 

Al igual que con los resultados obtenidos por ROESY en solución amortiguadora, estos 

resultados confirman que la coenzima se encuentra en una conformación desplegada cuando 

está 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. Espectroscopía estática  
 

Los espectros de absorción, emisión y excitación del NADH en metanol y amortiguador se 

observan en la Figura 6.5. Los espectros de emisión de fluorescencia y excitación se midieron 

con una longitud de onda de excitación de 330 nm y una longitud de onda de emisión de 550 

nm, respectivamente. 

 

Figura. 6.5. Espectro de Absorción del NADH (rojo), espectro de emisión del NADH en amortiguador – pH =7.4 (azul), 
en metanol (rosa), espectro de excitación del NADH en amortiguador (verde) en Metanol (verde Oliva). 
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En la figura se observa que el espectro de absorción presenta una estructura definida con dos 

bandas de absorción de máximos de 260 nm y 340 nm, las cuales corresponden a la adenina 

y nicotinamida reducida, respectivamente. Tanto el espectro de NADH en solución 

amortiguadora como metanol presenta el mismo comportamiento. El espectro de emisión del 

NADH en metanol presenta un máximo de 456 nm a diferencia del espectro de emisión del 

NADH en solución amortiguadora (466 nm) que tiene un corrimiento batocrómico en su 

máximo debido a la polaridad del disolvente. Por otro lado, la primera banda de los espectros 

de excitación permiten dar un indicio de la existencia de TE por parte de la adenina a la 

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

A partir de la relación correspondiente al máximo de las bandas de absorción y excitación 

a una longitud de 260 y 340 nm se determina el rendimiento de TE tanto para NADH en 

metanol como el NADH en solución amortiguadora. El rendimiento está dado por la ecuación 

5.1 donde Exc260 y Exc340 denotan la intensidad del pico a esas longitudes de onda y Abs260 

yAbs340 las absorbancias:33 

                                                                      𝑇𝐸 =
𝐸𝑥𝑐260𝐴𝑏𝑠340

𝐸𝑥𝑐340𝐴𝑏𝑠260
                                                     Ec.5.1 

Con la relación de las intensidades y absorbancias correspondientes a las longitudes de onda 

anteriormente mencionadas obtenemos un rendimiento de TE para NADH en solución 

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 energía en una conformación plegada y desplegada, 

respectivamente. También se determinaron los rendimientos cuánticos de fluorescencia por 

medio de la ecuación 4.10 en donde teniendo como referencia a la cumarina 102 para la 

medición de fluorescencia en la región 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 solución amortiguadora emitirá 7 fotones más de los 1000, en comparación con el NADH 

en metanol debido a que la TE que se caracteriza por ser un proceso no radiativo influyente 

en el rendimiento cuántico de fluorescencia. 

Para examinar qué tanto influye el metanol en la conformación y por ende la TE del 

NADH, en la Figura 6.6 se observan los espectros de excitación para diferentes mezclas de 

agua (solución amortiguadora): metanol. 
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Figura. 6.6. Espectros de excitación de diferentes mezclas solución amortiguadora:metanol (λemi = 500 nm). 

Como observamos en la Figura 6.6, la intensidad relativa de la banda de excitación de la 

adenina disminuye a medida que el porcentaje de metanol aumenta, desplazando el equilibrio 

a la conformación desplegada del NADH y por ende a una menor TE. La relación del 

rendimiento del proceso de TE como función del porcentaje de metanol en la solución se 

ilustra de en la Gráfica 6.1: 

 
Gráfica 6.1. Relación del rendimiento de TE en función del porcentaje de metano en el disolvente. 

La Gráfica 6.1 ilustra de mejor manera como disminuye la TE a medida que es adicionada a 

la disolución una concentración 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 absorción y emisión del AMP 

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

pirofosfato. 

 
Figura. 6.7. Espectro de absorción del AMP (rojo) y espectro de emisión- λexc = 250 nm (azul). 

 

En la Figura 6.7 el espectro de absorción presenta una banda característica de la adenina a 

una longitud de 260 nm. Por otro lado, excitando a 250 nm se observa la emisión del estado 

excitado S1 de la adenina que abarca un intervalo amplio de los 300 a los 620 nm. Al igual 

que el NADH, se determinó el rendimiento cuántico de fluorescencia del AMP, obteniendo 

un valor de 6.8×10-5, rendimiento cuántico muy bajo y similar al publicado por Gustavsson 

y colaboradores.6 

6.3. Espectroscopía con resolución temporal 
 

6.3.1. Resolución de fluorescencia por suma de frecuencias 
 

Una vez demostrada la existencia de transferencia de energía que existe en el NADH por 

medio de espectroscopía estática, se llevaron a cabo determinaciones por la técnica de suma 

de frecuencias de los tiempos de vida de los estados excitados de los nucleótidos involucrados 

en la transferencia de energía y la escala de tiempo en la que ocurre este fenómeno. 
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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 condición 

del ángulo mágico (54.7o) para evitar los efectos de difusión rotacional en los decaimientos 

de emisión de fluorescencia, se excitó con una longitud de onda de 266 nm el NADH en un 

intervalo de longitudes de onda de emisión de 440 nm- 600 nm a tiempos cortos (-3 → 15 

ps) y tiempos largos (-10 → 200 ps). Además, las figuras presentan una línea continua que 

ajusta los datos experimentales. Dichos ajustes corresponden a funciones multiexponenciales 

convolucionadas con la función de respuesta. 

                                                       

 
Figura 6.8. Determinaciones por suma de frecuencias del NADH excitando con 266 nm y  𝜆𝑒𝑚𝑖= 440, 470, 500, 550 y 600 
nm. a) solución amortiguadora a tiempos largos b) metanol a tiempos largos c) solución amortiguadora a tiempos cortos d) 
metanol a tiempos cortos. 
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Estos resultados muestran que la emisión de fluorescencia decae en múltiples escalas de 

tiempo en el intervalo de femtosegundos a picosegundos debido al tamaño de la molécula y 

a los múltiples  grados de libertad vibracional. Las señales de emisión de fluorescencia (𝑒𝑚𝑖  

= 440 nm, 𝑒𝑚𝑖  = 470 nm, 𝑒𝑚𝑖= 500 nm, 𝑒𝑚𝑖  = 550 y 𝑒𝑚𝑖  = 600 nm) son ajustadas a una 

función triexponencial convolucionada con la función 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. Parámetros obtenidos por los ajustes triexponenciales para los diferentes decaimientos de emisión de 
fluorescencia del NADH en solución amortiguadora y metanol. (𝜆𝑒𝑥𝑐=266 nm). 

 Solución Amortiguadora Metanol 

𝝀emi (nm) 𝜶1 (%) 𝜶2 (%) 𝜶3 (%) 𝜶1 (%) 𝜶2 (%) 𝜶3 (%) 

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 

𝝀emi (nm) 𝝉1 (ps) 𝝉2 (ps) 𝝉3 (ps) 𝝉1 (ps) 𝝉2 (ps) 𝝉3 (ps) 

440 ≤0.1 27.8 ± 3.5 383.6 ± 4.9 ≤0.1 9.1 ± 1.6 325.4 ± 11.0 

470 ≤0.1 1.9 ± 0.2 383.6 ± 1.9 ≤0.1 12.9 ± 4.9 325.4 ± 7.3 

500 ≤0.1 3.9 ± 0.5 383.6 ± 4.5 ≤0.1 21.3 ± 5.2 325.4 ± 7.3 

550 2.1 ± 0.3 42.4 ± 5.6 383.6 ± 3.7 ≤0.1 27.8 ± 1.5 325.4 ± 3.7 

600 4.5 ± 0.3 64.9 ± 0.6 383.6 ± 1.9 ≤0.1 43.6 ± 8.3 325.4 ± 11.0 

 

En la Tabla 6.1 se resumen los resultados del análisis triexponencial. En solución 

amortiguadora, en las tres primeras longitudes de onda el valor de 𝜏1 es ≤ 100 fs, este valor 

es del orden de la función de respuesta del equipo (IRF ~ 100 fs) por lo tanto se aproxima el 

valor a su límite superior. Como observamos en las longitudes de onda de 440 a 500 nm, este 
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tiempo de vida ultrarrápido 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 relajación 

vibracional, procesos más lentos que sufre la molécula después de la excitación.1 La 

contribución en el decaimiento total está 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 𝜏2 oscila con valores de 1.9 ± 0.2 ps a 

64.9 ± 0.6 ps. La contribución del decaimiento total en todas las longitudes de emisión oscila 

con valores entre 6% y 20%. Este tiempo de vida (𝜏2 ) está relacionado con el tiempo de 

relajación del disolvente. En el análisis global se mantiene constante el tiempo de 

decaimiento largo (𝜏3) tiempo de vida que corresponde a la nicotinamida reducida (200 - 400 

ps)1,5,22,23 para obtener de esta forma el mismo valor global en todas las emisiones de 

fluorescencia correspondiente a cada longitud de onda. La mayor contribución en el 

decaimiento total la presenta el tiempo de vida relacionado a la nicotinamida. El NADH en 

solución amortiguadora presenta dos tiempos de acumulación (coeficientes negativos 

excepto en la longitud de onda de emisión de 440 nm) debido al aumento de la intensidad de 

emisión de fluorescencia de la nicotinamida reducida como resultado del proceso de TE por 

parte de estado singulete excitado S1 de la adenina. 

Por otro lado, en las soluciones de NADH en metanol, el tiempo corto (𝜏1) es asignado al 

proceso de relajación ultrarrápido de la adenina con un valor ≤ 100 fs debido a las 

intersecciones cónicas que presenta por el cruce de las superficies de energía potencial 

correspondientes a sus estados S0 y S1. Las contribuciones que presenta este tiempo de vida 

para las diferentes longitudes de onda de emisión es mayor en comparación con las que 

presentan los tiempos de vida 𝜏2 y 𝜏3. Al igual que en solución amortiguadora, 𝜏2 está 

relacionado con la relajación 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 emisión. La contribución en el 

decaimiento total es muy pequeña como se observa en la Tabla 6.1. Finalmente, 𝜏3 equivale 

a 325.4 ps y es menor que aquel determinado para la nicotinamida reducida en solución 

amortiguadora (383.6 ps). 

Así como evaluamos, por espectroscopía estática, 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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ángulo mágico y a una longitud de onda de emisión de 470 nm en mezclas de solución 

amortiguadora-metanol. 

 

Figura 6.9. Decaimientos por suma de frecuencias del NADH de diferentes mezclas solución amortiguadora:metanol 
excitando con 266nm a 𝜆𝑒𝑚𝑖= 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 acumulación del estado emisivo por parte de la adenina 

debido al plegamiento de la molécula. Como se ha discutido previamente, el metanol 

favorece una conformación desplegada, es por ello que en concentraciones más altas de 

metanol (70 - 100%) se observa el decaimiento ultrarrápido característico del estado excitado 

S1 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 solución 

amortiguadora:metanol: 
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Tabla 6.2. Parámetros obtenidos por los ajustes triexponenciales para los diferentes decaimientos de emisión de 
fluorescencia del NADH en diferentes mezclas solución amortiguadora:metanol. (𝜆𝑒𝑥𝑐=266 nm). 

 Solución amortiguadora: Metanol  

MeOH 

(%) 
𝜶1 (%) 𝜶2 (%) 𝜶3 (%) 

MeOH 

(%) 
𝜶1 (%) 𝜶2 (%) 𝜶3 (%) 

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     

MeOH 

(%) 
𝝉1 (ps) 𝝉2 (ps) 𝝉3 (ps) 

MeOH 

(%) 
𝝉1 (ps) 𝝉2 (ps) 𝝉3 (ps) 

0 ≤0.1 1.9 ± 0.2 383.6 ± 1.9 60 ≤0.1 3.1±0.5 340.0± 18.0 

10 ≤0.1 1.1±0.3 369.9± 31.9 70 ≤0.1 1.9±0.1 337.0± 51.6 

20 ≤0.1 1.4±0.4 346.0± 36.0 80 ≤0.1 1.9±0.4 350.0± 81.9 

30 ≤0.1 1.2±0.3 339.1± 28.6 90 ≤0.1 5.7±0.6 339.8± 75.8 

40 ≤0.1 1.2±0.2 350.0± 30.5 100 ≤0.1 2.8±0.3 325.4± 14.7 

50 ≤0.1 1.5±0.5 345.2± 42.6     

 

Los resultados del análisis triexponencial se resumen en la Tabla 6.2. 𝜏1 con un valor ≤ 100 

fs tiene una contribución en el decaimiento total entre 64% y 87% para todas las mezclas de 

solución amortiguadora:metanol. Este valor corresponde a la duración del proceso de TE en 

los porcentajes de 0 a 60% de metanol, y al decaimiento ultrarrápido del estado excitado de 

la adenina en 70 -100%. Los tiempos de vida relacionados con la relajación vibracional del 

disolvente (𝜏2) presentan amplitudes o contribuciones muy bajas  (1 - 8%) y 𝜏3 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). 
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Como observamos al realizar los ajustes de los decaimientos exponenciales del tercer 

armónico, se obtienen los tiempos relacionados a los procesos involucrados en nuestro 

sistema, conversión interna por parte del estado excitado S1 de la adenina, TE y conversión 

interna del estado excitado S1 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 excitación del estado fundamental de la adenina a 266 nm, la TE a la 

nicotinamida reducida y el decaimiento con constantes de velocidad k ultrarrápidas 

permitiendo que exista una competencia entre ambos procesos. El modelo cinético consiste 

en que la especie excitada 𝐴∗ (adenina) decae de forma ultrarrápida a su estado fundamental 

𝐴 con una constante de velocidad 𝑘𝐶𝐼 y, por otro lado, transfiere energía a la especie 𝑁∗ 

(nicotinamida) con una constante 𝑘𝑇𝐸, y a su vez la especie 𝑁∗ decae a su estado fundamental 

con una constante de velocidad total denotada como 𝑘𝑇. 

Esquema 6.1. Esquema cinético sobre la fotofísica molecular del NADH 

 
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∗]0                                                        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 están denotadas por: 

 

                                                    𝑑[𝐴∗]

𝑑𝑡
= −𝑘𝑇𝐸[𝐴

∗] − 𝑘𝐶𝐼[𝐴
∗]                                         Ec. 6.3 

                                                      𝑑[𝑁∗]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑇𝐸[𝐴

∗] − 𝑘𝑇[𝑁
∗]                                          Ec. 6.4 

                                                            𝑑[𝐴]

𝑑𝑡
= 𝑘𝐶𝐼[𝐴

∗]                                                       Ec. 6.5 
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                                                            𝑑[𝑁]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑇[𝑁

∗]                                                     Ec. 6.6 

La concentración de [𝐴∗] se obtiene por medio de la integración de la ecuación diferencial 

6.3 como: 

                                                        [𝐴∗] = [𝐴∗]0𝑒
−(𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼)𝑡                                           Ec. 6.7 

 

A continuación la concentración de [𝐴] se obtiene sustituyendo la ecuación 6.5 en la fórmula 

6.7 e integrando:  

                                                  [𝐴] =
𝑘𝐶𝐼

𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼
[𝐴∗]0(1 − 𝑒−(𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼)𝑡)                            Ec. 6.8 

 

La concentración de [𝑁∗] también se obtiene sustituyendo la ecuación 6.7 en la expresión 

6.4 e integrando, dando como resultado: 

 

                                         [𝑁∗] =
𝑘𝑇𝐸[𝐴∗]0

𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼−𝑘𝑇
{𝑒−𝑘𝑇𝑡 − 𝑒−(𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼)𝑡}                              Ec. 6.9 

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

ecuación 6.9 se deduce de la siguiente forma: 

 

                              [𝑁∗] = {
𝑘𝑇𝐸[𝐴∗]0

𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼−𝑘𝑇
 [𝑁∗]0} 𝑒−𝑘𝑇𝑡 −

𝑘𝑇𝐸[𝐴∗]0

𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼−𝑘𝑇
𝑒−(𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼)𝑡           Ec. 6.10 

 

La concentración [𝑁] se obtiene sustituyendo la ecuación 6.6 en la expresión 6.10 e 

integrando: 

                  [𝑁] = {−
𝑘𝑇(

𝑘𝑇𝐸[𝐴∗]0
𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼−𝑘𝑇

 [𝑁∗]0)

𝑘𝑇
} 𝑒−𝑘𝑇𝑡 + {

𝑘𝑇(
𝑘𝑇𝐸[𝐴∗]0

𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼−𝑘𝑇
)

𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼
} 𝑒−(𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼)𝑡 + 𝑐𝑡𝑒            Ec. 6.11 

donde 𝑐𝑡𝑒 = {
𝑘𝑇(

𝑘𝑇𝐸[𝐴∗]0
𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼−𝑘𝑇

 [𝑁∗]0)

𝑘𝑇
} − {

𝑘𝑇(
𝑘𝑇𝐸[𝐴∗]0

𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼−𝑘𝑇
)

𝑘𝑇𝐸+𝑘𝐶𝐼
} 

 

Después de que se obtiene la solución 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 (𝑘𝑇𝐸) es de 1 × 1013 s-1 al igual que la 

constante de velocidad del decaimiento ultrarrápido de la adenina (𝑘𝐶𝐼) con el mismo valor. 

Con los valores de las constantes cinéticas obtenidos concluimos que existe una competencia 

cinética de estos dos procesos, además de observar que son procesos ultrarrápidos. Por otro 

lado, 𝑘𝑇  con un valor de 2.4 × 109 s-1 corresponde a la constante de velocidad del 

decaimiento total de la nicotinamida. Finalmente, en la Gráfica 6.2 se muestra la 

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

6.1. 

 
Gráfica 6.2. Concentración de [𝐴∗], [𝐴], [𝑁] y [𝑁∗] como función del tiempo de acuerdo al sistema de ecuaciones 
diferenciales (6.3)-(6.6). 

 

En la Gráfica 6.2 observamos el comportamiento de cada una de las especies involucradas 

en el modelo cinético. La especie 𝐴∗ presenta un decaimiento rápido, 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 excitación de 266 nm, se evalúa el comportamiento del NADH 

con longitudes de onda de emisión de 310 nm, 330 nm, 350 nm y 370 nm. Este procedimiento 

se realiza para NADH en solución amortiguadora y metanol, a condiciones de ángulo mágico, 

tiempos cortos (-3 →5 ps) y ajustes monoexponenciales. Las curvas de decaimiento se 
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observan en las Figuras 6.10 y 6.11, la línea continua ajusta los datos experimentales 

obtenidos por la técnica de suma de frecuencias (círculos). 

 
Figura 6.10. Decaimientos por suma de frecuencias del NADH en solución amortiguadora excitando a 266 nm. a) 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 
310 nm b) 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 330 nm c) 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 350 nm and d) 𝜆𝑒𝑚𝑖 = 370 nm. 

 

 
Figura 6.11. Decaimientos por suma de frecuencias del NADH en metanol excitando a 266 nm. a) 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 310 nm b) 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 
330 nm c) 𝜆𝑒𝑚𝑖 = 350 nm and d) 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 370 nm. 
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A partir de las gráficas observamos un decaimiento ultrarrápido para cada una de las 

longitudes de onda, este comportamiento se debe a que a estas longitudes de onda de emisión 

se favorece la emisión directa de la adenina. En solución  amortiguadora, los valores que se 

obtienen para el tiempo de vida son de 325 ± 50 fs (𝑒𝑚𝑖 = 310 nm), 194 ± 20 fs (𝑒𝑚𝑖 = 

330 nm), 204 ± 20 fs (𝑒𝑚𝑖 = 350 nm) y 317 ± 50 fs (𝑒𝑚𝑖 = 370 nm), valores que 

corresponden a una emisión de fluorescencia muy corta. A pesar de que la molécula se 

encuentra en su conformación plegada en solución amortiguadora, la emisión del estado 

excitado S1 de la adenina se observa aisladamente en esta región espectral debido a las 

longitudes de emisión como se había mencionado anteriormente. 

La Figura 6.11 muestra que el NADH en metanol al igual que en solución 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 (𝑒𝑚𝑖 = 310 nm), 200 ± 20 fs (𝑒𝑚𝑖 = 

330 nm), 223 ± 20 fs (𝑒𝑚𝑖 = 350 nm). Comparando estos resultados con NADH en solución 

amortiguadora, se observa un pequeño aumento en el tiempo de vida en cada una de las 

longitudes de onda de emisión. A una longitud de onda de emisión 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 relajación vibracional y el tiempo de la emisión de 

la adenina con un valor de 137± 10 fs. 

Una vez establecidos los tiempos de vida presentes en el proceso de excitación 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 condición de ángulo mágico. Se emplean intervalos de longitudes de onda 

de emisión 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 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 310 nm 440, 470, 500, 550 y 
600 nm. a) solución amortiguadora b) metanol a tiempos largos. 
 

Las curvas de decaimiento muestran la emisión directa del estado excitado S1 de la 

nicotinamida reducida. En este caso sólo se excita a la nicotinamida, por lo tanto no hay TE 

por parte de la adenina. Este comportamiento se observa para el NADH en solución 

amortiguadora y metanol. Las señales de emisión de fluorescencia (𝑒𝑚𝑖  = 440 nm, 𝑒𝑚𝑖  = 

470 nm, 𝑒𝑚𝑖 = 500 nm, 𝑒𝑚𝑖  = 550 nm y 𝑒𝑚𝑖  = 600 nm) son ajustadas a una función 

biexponencial convolucionada con la función 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. Parámetros obtenidos por los ajustes biexponenciales para los diferentes decaimientos de emisión de 
fluorescencia del NADH en solución amortiguadora y metanol (𝜆𝑒𝑥𝑐=380 nm). 

  Solución Amortiguadora Metanol 

𝝀emi (nm) 𝜶1 (%) 𝜶2 (%) 𝜶1 (%) 𝜶2 (%) 

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 

𝝀emi (nm) 𝝉1 (ps) 𝝉2 (ps) 𝝉1 (ps) 𝝉2 (ps) 

440 19.2 ± 0.01 383.6 ± 9.4 24.7 ± 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 2.2 ± 0.3 330.2 ± 5.7 

550 2.1 ± 0.01 383.6 ± 5.6 7.3 ± 1.0 330.2 ± 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 análisis biexponencial. En 

solución amortiguadora y metanol los valores de 𝜏1 y 𝜏2 corresponden al tiempo de vida de 

la nicotinamida reducida y al tiempo de relajación del disolvente, respectivamente. 

Observamos que el tiempo de vida de la nicotinamida reducida en solución acuosa 

corresponde con el valor mencionado en la literatura, ya que tiene un valor de 383.6 ps.1,5,22,23 

En cuanto al valor de la nicotinamida reducida en metanol, se observa un valor semejante a 

aquel obtenido por la excitación del NADH a una longitud de 266 nm. Tanto para el NADH 

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

mantiene constante para todas las longitudes de onda de emisión.  

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

largo (𝜏2) presenta una mayor contribución respecto al tiempo de relajación del disolvente 
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para ambos casos con valores que oscilan entre 56 y 88%. Además, se presenta un tiempo de 

acumulación para las longitudes de emisión de 500 a 600 nm en NADH en solución 

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

electrónico S1 de la nicotinamida reducida. 

6.3.2. Espectros de emisión resueltos en el tiempo 
 

Se calculan los espectros de emisión con resolución temporal (“Time Resolved Emission 

Spectra”, TRES) donde se estudia la evolución espectral durante los primeros picosegundos 

después de la excitación 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 emisión 

estático. Los espectros de emisión con resolución temporal tanto para el NADH en solución 

amortiguadora como para el NADH en metanol se muestran en la Figuras 6.13 y 6.14 para 

una longitud de excitación de 266 nm. 

 
Figura 6.13. Espectros de emisión con resolución temporal a) NADH en solución amortiguadora b) comparación del 
espectro estático de emisión con el espectro resuelto en tiempo de 500 ps- 𝜆𝑒𝑥𝑐 = 266 nm. 
 

 
Figura 6.14. Espectros de emisión con resolución temporal a) NADH en metanol b) comparación del espectro estático de 
emisión con el espectro resuelto en tiempo de 500 ps- 𝜆𝑒𝑥𝑐 = 266 nm. 
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En la Figura 6.13a se ilustra la relajación del NADH en solución amortiguadora, a tiempos 

cortos observamos espectros estructurados, los cuales hacen referencia a un estado 

localmente excitado con características vibroelectrónicas que se pierden con la relajación de 

la molécula. Además, en la Figura 6.13b vemos la similitud que existe del espectro de 

emisión estático del NADH con el espectro resuelto en el tiempo correspondiente a 500 ps. 

La evolución del espectro de emisión 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 excitación a 380 nm también se ilustran 

en las Figuras 6.15 y 6.16. En las gráficas tanto para el NADH en solución amortiguadora 

como metanol se observa la relajación de la nicotinamida reducida. A tiempos cortos se 

ilustra el estado localmente excitado de este nucleótido representado por la estructura que 

presentan los espectros resueltos en tiempo. Finalmente, existe una similitud del espectro de 

emisión estático junto con el espectro resuelto en el tiempo de 500 ps en ambos casos. 

 
Figura 6.15. Espectros de emisión con resolución temporal a) NADH en solución amortiguadora b) comparación del 
espectro estático de emisión con el espectro resuelto en tiempo de 500 ps- 𝜆𝑒𝑥𝑐 = 380 nm. 
 

 
Figura 6.16. Espectros de emisión con resolución temporal a) NADH en metanol b) comparación del espectro estático de 
emisión con el espectro resuelto en tiempo de 500 ps- 𝜆𝑒𝑥𝑐 = 380 nm. 
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6.3.3. Anisotropía de fluorescencia 
 

Para estudiar la evolución de femtosegundos de la orientación relativa de la excitación y los 

momentos dipolares de transición de emisión durante la transferencia de energía y la 

relajación, se mide la anisotropía de fluorescencia del NADH en solución amortiguadora y 

metanol después de excitar a 266 nm las muestras en estudio. La anisotropía en función del 

tiempo se calcula según la ecuación 4.26. Ésta se evalúa a partir de los datos tomados por la 

técnica de suma de frecuencias con condición de excitación y detección en paralelo y 

perpendicular, y está denotada por los triángulos en la Figura 6.17. 

La Figura 6.17 muestra los decaimientos correspondientes a las componentes paralela y 

perpendicular en donde la primera decae más rápido debido a la rotación del momento de 

transición dipolar del fluoróforo fuera de la orientación vertical. En la gráfica se observa que 

para NADH en solución amortiguadora la anisotropía cerca de t=0 tiene un valor 

aproximadamente de 0.07 debido a que el vector del momento dipolar de transición asociado 

con la absorción de la adenina no es paralelo al vector del momento dipolar de transición 

asociado con la emisión de la nicotinamida. En cuanto al valor de anisotropía del NADH en 

metanol cerca de t=0 se tiene un valor de 0.06 (valor semejante al NADH en solución 

amortiguadora) debido a la orientación preferencial que puede tomar la molécula en la 

conformación desplegada que influye en los vectores del momento dipolar de transición 

causando que estos no estén de forma paralela. 

Con base al ángulo 𝛽 formado entre los momentos dipolares de absorción y emisión a t=0, 

se obtienen valores de 47.86o y 48.83o para amortiguador y metanol respectivamente. 

Además, el tiempo de decaimiento de la anisotropía en amortiguador es de 7.3 ± 0.2 ps y en 

el metanol es de 8.5 ± 0.3 ps, tiempos asociados con la difusión o relajación 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 excitación- 
detección paralela (roja) perpendicular (naranja). La línea azul muestra los valores de anisotropía calculados a partir de las 
dos trazas paralela y perpendicular. a) solución amortiguadora b) metanol 𝜆𝑒𝑥𝑐  = 266 nm and 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 470 nm. 
 
Al igual que con excitación de 266 nm, se determina la anisotropía en función del tiempo con 

una longitud de excitación de 380 nm. La Figura 6.18 muestra los decaimientos de las 

componentes paralela y perpendicular, junto con la anisotropía para las soluciones de NADH 

en solución amortiguadora y metanol. 

 
Figura 6.18. Mediciones de fluorescencia del NADH por la técnica de suma de frecuencias adquiridas con excitación- 
detección paralela (roja) perpendicular (naranja). La línea azul muestra los valores de anisotropía calculados a partir de las 
dos trazas paralela y perpendicular. a) solución amortiguador b) metanol 𝜆𝑒𝑥𝑐 = 380 nm and 𝜆𝑒𝑚𝑖  = 470 nm. 
 

La anisotropía cerca de t=0 tiene un valor de 0.3 en ambas soluciones. Este valor hace 

referencia a que el momento dipolar de transición del estado de emisión de la nicotinamida 

reducida está orientado en la misma dirección 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 ángulo 𝛽 para este valor de anisotropía es de 24.09o. Además, los 

tiempos asociados con la relajación o difusión rotacional de la molécula son 133.4 ± 2.2 ps 

en solución amortiguadora y 153.4 ± 2.7 ps en metanol, tiempos más largos en comparación 

con los obtenidos con una longitud de excitación de 266 nm. 
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6.4. Transferencia de energía- Förster  
 

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

obtiene la relación de la distancia con la TE cómo se ilustra en la Figura 6.19. 

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

 

En la Figura 6.19 observamos que la TE entre los dos nucleótidos, adenina y nicotinamida 

está fuertemente relacionada con la distancia a la que estos se encuentren y también con la 

orientación que tengan sus momentos dipolares de transición (factor de orientación). Por lo 

tanto, a un factor de orientación más alto y una distancia menor, existe un valor de 

transferencia más alto. Si tomamos los valores obtenidos por medio de espectroscopia 

estática relacionados a la eficiencia o rendieminto de TE teniendo en cuenta un factor de 

orientación fijo de 0.66=2/3 (factor apropiado para momentos dipolares de transición 

aleatorios entre el donador y el aceptor)1,39 obtenemos distancias como las que se ilustran en 

la Tabla 6.4. 
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Tabla 6.4. Distancia entre los nucleótidos adenina y nicotinamida en relación con el factor de orientación, el rendimiento 
de transferencia de energía y el porcentaje de metanol. 

% Metanol %TE 
Distancia  

Promedio (Å) 

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 sí favorece la conformación desplegada de la coenzima 

como observamos en la Tabla 6.4 al tener una distancia de 9.1Å con un 100% de metanol 

(una distancia mayor entre los nucleótidos) en comparación con una distancia de 6.1Å 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 Förster. Y, en 

cuanto a nuestros estudios logramos concluir que la adenina debido a su decaimiento 

ultrarrápido y a su competencia con el proceso de TE, esta es más sensible a la distancia que 

presenta con la nicotinamida reducida. 
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7. CONCLUSIONES  
 

 A partir de la técnica de espectroscopia estática se logró tener mediciones directas del 

proceso de TE por medio de los espectros de excitación obtenidos para las diferentes 

mezclas de solución amortiguadora:metanol. Con relación a las intensidades de los 

espectros de excitación y las absorbancias correspondientes a los espectros de 

absorción se obtienen valores de una eficiencia de TE de 48% y 10% para NADH en 

su conformación plegada y desplegada.  

 

 Mediante la técnica de resolución de fluorescencia por suma de frecuencias con una 

longitud de excitación de 266 nm y 380 nm se obtienen los tiempos característicos de 

los procesos involucrados en la dinámica de relajación del NADH en una 

conformación plegada y desplegada. 

 
 Para una longitud de excitación de 266 nm y en solución de metanol se determina un 

tiempo de vida muy corto para la adenina ≤100 fs a causa de las intersecciones 

cónicas que presenta por el cruce de las superficies de energía potencial 

correspondientes a sus estados S0 y S1. En metanol se favorece una conformación 

desplegada y por ende una mayor distancia entre los nucleótidos lo que permite que 

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

 

 Se obtiene la duración del proceso de TE con un valor ≤100 fs cuando el NADH está 

en su conformación plegada (metanol) y excitando a la adenina con una longitud de 

onda de excitación de 266 nm. 

 

 Se logra afirmar que el proceso de TE es capaz de competir cinéticamente con otros 

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

datos reportados en la Tabla 6.1. 
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 Con los estudios publicados y el análisis cinético se establece que existe una 

competencia cinética entre el decaimiento ultrarrápido de la adenina y el proceso de 

TE, con constantes cinéticas ultrarrápidas de valor 1×1013 s-1. 

 

 Se observa la excitación y emisión directa del estado electrónico excitado S1 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 anisotropía de fluorescencia se demuestra que para una conformación 

plegada y una longitud de excitación de 266 nm, se obtiene un valor bajo de 0.07 el 

cual confirma que el vector del momento dipolar de transición asociado con la 

absorción de la adenina no es paralelo al vector del momento dipolar de transición 

asociado con la emisión de la nicotinamida, demostrando que existe TE, ya que un 

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

 
 El estudio de la espectroscopia de emisión resuelta en el tiempo demuestra la 

relajación de la molécula con respecto al tiempo, y para ambos casos ya sea con 

excitación a 266 nm y 380 nm a tiempos tempranos se observan las características 

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

 
 Por medio de la teoría de Förster se obtienen las distancias entre los dos nucleótidos 

asociadas a los valores de eficiencia de TE calculados por espectroscopia estática para 

las diferentes mezclas. Se obtiene una distancia entre los nucleótidos de 9.1Å de 

NADH desplegado en comparación con 6.1Å de NADH plegado. 

 

 Disolventes como metanol y amortiguador de fosfatos favorecen una conformación 

desplegada y plegada, respectivamente. Esto se puede observar en los resultados 

obtenidos por Resonancia Magnética Nuclear- ROESY, en donde por medio de la 

correlaciones interprotón se logra obtener evidencia acerca de una conformación 

plegada o desplegada. 
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 Finalmente, con los resultados de espectroscopia por resolución de femtosegundos, 

espectroscopia estática y el modelado de Förster se logra reafirmar que la distancia 

entre los nucleótidos adenina y nicotinamida influye de forma significativa en el 

proceso de TE. Por ende, cuando la molécula está en su conformación plegada, la 

adenina absorbe y transfiere parte de su energía a la nicotinamida debido a la cercanía 

a la cual se encuentran los fragmentos. Pero debido a la competencia cinética que 

existe entre la TE y el decaimiento ultrarrápido de la adenina en el NADH, la adenina 

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

8.1. Sistema Láser 
 

El láser se caracteriza por ser el componente principal en espectroscopía de resolución 

temporal ya que tiene como función medir los eventos ultrarrápidos que le ocurren a una 

molécula cuando se encuentra en el estado excitado. La amplificación y la naturaleza propia 

de la emisión estimulada, que proporciona fotones idénticos a los que la estimulan, son las 

razones fundamentales de las propiedades de la luz láser: coherencia, direccionalidad y 

monocromaticidad.49 

 

Un láser se compone de tres elementos esenciales (Figura 8.1):un medio activo el cual 

amplifica la luz por medio de emisión estimulada, una fuente de bombeo que excita al medio 

activo para generar la inversión de población, y una cavidad óptica 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 específica cierto número de veces para su respectiva 

amplificación. En resumen, la cavidad es el componente de mayor relevancia gracias a su 

función de producir un mecanismo de retroalimentación de fotones generados en el medio de 

amplificación.52 

 

Figura 8.1. Componentes básicos de un láser. E1 y E2:espejos que conforman la cavidad óptica con su respectiva 
reflectancia. 
 

8.1.1. Láser titanio:zafiro 
 

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

activo, es un cristal de titanio:zafiro, el ión Ti3+ incluido en un cristal de zafiro (Al2O3) forman 
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el medio activo del láser de titanio:zafiro (Ti:Al2O3). Este láser se caracteriza por tener un 

rango de sintonizabilidad amplio comparado con los láseres conocidos hoy en día, con 

longitudes de onda posibles entre 670-1100 nm y por tener un rendimiento cuántico de hasta 

el 80% a temperatura ambiente. Su pico de absorción se encuentra cerca de los 500 nm debido 

a las transiciones vibracionales permitidas d-d del ión Ti3+ en un ambiente octaédrico provisto 

por átomos de oxígeno de la red hospedadora, mientras que su pico de emisión se encuentra 

alrededor de 790 nm36,53,54,55 como se muestra en la Figura 8.2. Por otro lado presenta una 

alta conductividad térmica, una buena inercia química (poca tendencia a reaccionar 

químicamente con otra especie) y una gran rigidez mecánica, lo cual lo hace un buen material 

capaz de soportar grandes potencias al bombearlo.  

Normalmente este cristal puede ser bombeado por láseres de onda continua (cw) como el 

láser de Argón. De régimen pulsado como el Nd:YAG (acrónimo de las siglas en inglés 

“Neodymium-dopped yttrium aluminium garnet” y Nd:YLF (acrónimo de las siglas en inglés 

“Neodymium-dopped yttrium litium floride), duplicados en frecuencia (con emisión de 

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

 

 

Figura 8.2. Espectro de emisión y absorción del Ti: Al2O3.55 

 

8.1.2. Absorción, emisión estimulada y emisión espontánea  
 

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 átomo sufra una transición del 

estado fundamental al estado excitado conociéndose este proceso como fenómeno de 
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absorción (Figura 8.3a). Por otro lado, un electrón en un nivel de energía superior es capaz 

de decaer al estado fundamental por sí solo emitiendo un fotón en el proceso (emisión 

espontánea- Figura 8.3b). A continuación discutimos lo que ocurre cuando un átomo excitado 

se encuentra en presencia de un campo electromagnético. Un fotón interaccionando con un 

átomo inicialmente excitado puede provocar que éste pase a su estado fundamental emitiendo 

un nuevo fotón que se suma al que provocó la transición. Este proceso, denominado emisión 

estimulada (Figura 8.3c), se caracteriza además porque el fotón emitido por el átomo tiene 

propiedades idénticas al fotón inicial.56,53 

 

Figura 8.3. Esquema de un sistema de dos niveles que muestra el fenómeno de a) absorción b) emisión espontánea c) 
emisión estimulada. 

 

Existe una diferencia entre los dos procesos de emisión. En el caso de la emisión espontánea, 

el fotón emitido no presenta una fase definida y el proceso de emisión ocurre en cualquier 

dirección. Por el contrario, en la emisión estimulada, el segundo fotón que se emite tiene la 

misma energía, la misma dirección y fase que el fotón incidente. 

 

 Coeficientes de Einstein 
 

La relación que existe entre los coeficientes de emisión y absorción descrita por la ley de 

Kirchhoff proviene de una relación fundamental a nivel microscópico 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 

cuántico idealizado compuesto por dos niveles de energía: un nivel inferior 1, de energía 𝐸1, 

peso estadístico 𝑔1 y población 𝑛1; y un nivel superior 2, de energía 𝐸2, peso estadístico 𝑔2 

y población 𝑛2. Las transiciones entre los niveles se dan por procesos de absorción, emisión 

espontánea y emisión estimulada de un fotón de energía ℎ𝑣 = 𝐸2 − 𝐸1 (Figura 8.4).  
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El valor 𝐸2 presenta una indeterminación descrita por una función (𝑣) la cual representa la 

probabilidad de emitir o absorber un fotón con una energía cercana a 𝑣0 = ∆𝐸 ℎ⁄ . La función 

está centrada en 𝑣0 y el ancho de la misma está dado por el principio de indeterminación 

∆𝐸∆𝑡 ≥ ħ, siendo ∆𝑡 el tiempo de decaimiento desde el nivel 2. 

 

Figura 8.4. Izquierda:esquema que representa las transiciones entre los estados 1 y 2. Absorción de un fotón (coeficiente 
B12), emisión estimulada (coeficiente B21) y emisión espontanea (coeficiente A21) Derecha:función de probabilidad de que 
el sistema absorba o emita un fotón. 
 

La emisión espontánea, se describe por el coeficiente de emisión 𝐴21, mide la probabilidad 

de transición por unidad de tiempo (s-1), la absorción por lo tanto influye en el flujo incidente 

de radiación dado por 𝐽𝑣 y la probabilidad de transición por absorción queda en términos del 

coeficiente de Einstein 𝐵12 como 𝐵12𝐽 ̅donde: 

                                                             𝐽 ̅ = ∫ 𝐽𝑣(𝑣)𝑑𝑣 
∞

0
                                                  Ec.8.1 

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

En cuanto a la emisión estimulada la cual también depende del flujo incidente de radiación, 

pero de manera análoga al proceso de absorción, el coeficiente de Einstein queda expresado 

de la misma forma 𝐵21𝐽.̅ 

Ahora bien, se dice que existe un equilibrio estadístico, si el número de transiciones de 1 →

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

                               𝑛1𝐵12𝐽 ̅ = 𝑛2𝐵21𝐽 ̅ + 𝑛2𝐴21           𝐽 ̅ =
𝐴21 𝐵21⁄

𝑛1𝐵12/𝑛2𝐵21−1
                                 Ec.8.2 
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Siendo esta una relación fundamental entre las poblaciones de los niveles y la intensidad de 

radiación. Además, si se tiene el equilibrio termodinámico, las poblaciones de los niveles se 

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

                                                𝑛1 𝑛2⁄ = (𝑔1 𝑔2⁄ )𝑒−(𝐸1−𝐸2)/𝑘𝑇
                                                        Ec.8.3 

Donde, 

                                                         𝐽 ̅ = 𝐴21 𝐵21⁄

(𝑔1𝐵12/𝑔2𝐵21)𝑒ℎ𝑣/𝑘𝑇−1
                                           Ec.8.4 

 

Identificando la ecuación anterior con la ley de Kirchoff, 𝐽𝑉 = 𝐵𝑉, se obtienen las relaciones 

entre los coeficientes de Eisntein: 

                                                                 𝑔1𝐵12 = 𝑔2𝐵21
, 𝐴21   

2ℎ𝑣

𝑐2
𝐵21                                               Ec. 8.5 

 

Finalmente, estos coeficientes se caracterizan por ser propiedades inherentes a los sistemas 

cuanticos, independientes de las poblaciones de los niveles de energía, que relacionan tanto 

los procesos de emisión como absorción. Por otro lado, la primera relación nos indica que la 

probabilidad de emisión espontánea es igual a la probabilidad de absorción y la segunda 

relación indica que si un material no presenta emisión estimulada tampoco habrá lugar para 

que se dé el fenómeno de emisión espontánea. 36,53 

 

8.1.3. Inversión de población 
 

Para que se efectúe una acción por parte del láser se necesita que el medio activo alcance la 

inversión de población lo que conlleva a que el proceso de emisión predomine sobre el 

proceso de absorción. Esto quiere decir que el número de transiciones de absorción en el 

medio activo sea menor que el número de transiciones de emisión. La inversión de población 

se logra con un nivel de tres o cuatro, en este caso estudiaremos el sistema de cuatro niveles 

el cual es característico del titanio:zafiro y del Nd:YAG, medios activos que componen los 

láseres del grupo de investigación.36,53  
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Figura 8.5. Esquema ilustrativo de cuatro niveles donde se representa el decaimiento rápido entre los niveles 4→ 3 y 2→ 1 
y la emisión estimulada entre los niveles 3 y 2. 
 
 

Un haz de bombeo con suficiente energía 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 rápidamente al nivel 3, a continuación el nivel 

3, decae por emisión espontánea 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 emisión láser. Para terminar el ciclo existe un segundo decaimiento rápido hacia 

el estado fundamental o nivel 1 permitiendo mantener la condición de inversión de población 

en donde 𝑛3 > 𝑛2. Cabe decir, que este ciclo se lleva a cabo las veces necesarias para que 

ocurra el proceso de amplificación. 

 

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 óptica.  

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 además interfieren entre sí y solamente sobreviven aquellas para las que 

el campo eléctrico se anula en los espejos. Esta condición límite se satisface únicamente 

cuando en el interior de la cavidad encaja un número entero de semilongitudes de onda, tal 

como se muestra en la Figura 8.6 y en la ecuación 8.6. 
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Figura 8.6. Ondas electromagnéticas estacionarias entre los espejos de la cavidad óptica.  

                                                                                      𝐿 = 𝑛


2
                                                                    Ec. 8.6 

En la ecuación 8.6, 𝑛 es un número entero denotado como modo longitudinal, 𝐿 es la longitud 

de la cavidad óptica y  la longitud de onda de emisión. Los modos longitudinales oscilan de 

forma independiente en un láser porque sus fases son aleatorias ∆𝜑 = 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 está definida como 𝑇 = 2𝐿
𝑐⁄ . 

La duración de un pulso depende del ancho de banda del medio de ganancia y del número de 

modos longitudinales, por lo tanto a mayor ancho de banda del espectro de emisión del medio 

activo, mayor cantidad de modos longitudinales acoplados y por lo tanto menor duración.37 

 

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 índice de refracción del medio (𝑛) depende de la intensidad 

de la luz (𝐼) de acuerdo con la ecuación: 

                                                                            𝑛 = 𝑛0 + 𝑛2𝐼                                                               Ec.8.7 

donde, 𝑛0 es el índice de refracción lineal del medio y 𝑛2 es el coeficiente no lineal del índice 

de refracción del orden de 10-15. Si la intensidad corresponde a un valor muy pequeño este 

término se desprecia, pero si es un valor grande, el índice tiene un valor significativo en el 

sistema y se da el autoenfoque de Kerr. La Figura 8.7 muestra de forma ilustrativa como un 

índice de refracción representando como un perfil gaussiano atraviesa un medio Kerr, el cual 

causa una reducción en el ancho del perfil de intensidad debido al mayor índice de refracción 

que se presenta en el eje de propagación en comparación con los extremos.36 
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Figura 8.7. Evolución del perfil de intensidad gaussiano. 

 

8.1.6. Amplificación de pulsos 
 

Anteriormente se explicó detalladamente la formación de los pulsos láseres ultracortos. En 

esta sección se hace especial énfasis en la amplificación de pulsos debido a que los pulsos 

obtenidos del oscilador de titanio:zafiro no tienen la energía 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 duración 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 8.8.36 
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Figura 8.8. Esquema del amplificador regenerativo compuesto por expansor, amplificador y compresor. 

 

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

de abordar con cada una de las etapas en el proceso.36,57 

 

8.1.7. Dispersión de retardo de grupo GDD 
 

El fenómeno denominado dispersión, se define como la variación del índice de refracción de 

un material respecto a la longitud de onda. En los láseres de femtosegundos, las propiedades 

de dispersión del medio de ganancia y los elementos ópticos de la cavidad óptica conllevan 

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

 

                                                  𝐸(𝑡) = ∫ 𝐸(𝜔) exp[𝑖(𝜔𝑡 + 𝜑(𝜔))]
∞

−∞
𝑑𝜔                                     Ec.8.8 

  

Donde 𝜔 es la frecuencia angular y 𝜑 es la fase. Cabe decir, que la 𝜑(𝜔) es la fase de cada 

componente espectral y se puede expresar en términos de una expansión de Taylor alrededor 

de una frecuencia central 𝜔0 como se muestra a continuación: 
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                                       𝜑(𝜔) = 𝜑(𝜔0) + 𝜑´(𝜔0)(𝜔 − 𝜔0) +
𝜑´´𝜔0

2
(𝜔 − 𝜔0)

2 + ⋯                      Ec.8.9 

 

El primer término en la ecuación contribuye al desplazamiento de la fase, el segundo término 

describe el tiempo de retraso de la propagación del pulso a través de un medio. Si sustituimos 

la ecuación 8.9 en 8.8 se obtiene: 

 

               𝐸(𝑡) = exp (𝑖𝜔0𝑡 + 𝜑(𝜔0)) ∫ 𝐸(
∞

−∞
𝜔)exp𝑖∆𝜔 {𝑡 + 𝜑´(𝜔0)

𝜑´´(𝜔0)

2
∆𝜔}𝑑𝜔              Ec.8.10 

 

donde 𝜔0 es la frecuencia angular central, 𝜑 es la fase, t es el tiempo y ∆𝜔 es un valor 

constante. Esta ecuación corresponde al producto de dos factores, en donde el primero de 

ellos define la fase de onda de acarreo gracias a 𝜑(𝜔0) y el segundo factor se aproxima a una 

gaussiana. Si el segundo factor es considerado hasta 𝜑´(𝜔0) el cual se denomina retraso de 

grupo 𝜏𝑔, entonces se dice que el pulso está limitado por transformación que quiere decir que 

la forma temporal de pulso no cambia. 

 

El componente 𝜏𝑔 redefine el origen temporal del pulso y se define como el tiempo que 

transcurre antes de que aparezca la señal. Por ejemplo, si el pulso recorre una distancia 𝐿, 

entonces se habla de la velocidad de grupo 𝑣𝑔 la cual se define como 𝐿 𝜏𝑔⁄  donde 𝜏𝑔 es el 

tiempo requerido para que la componente espectral del pulso viaje con una velocidad de 

grupo 𝑣𝑔 a través de un medio de longitud 𝐿.36,57 

 

Si en la ecuación 8.10 se considera que el segundo factor va hasta el término 𝜑´´(𝜔0) , en 

este caso el pulso ya no se encuentra limitado por transformación. Por lo tanto, el término 

𝜑´´(𝜔0) describe el segundo orden de dispersión y afecta la forma temporal del pulso, además 

se le conoce como dispersión 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 dispersión 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 óptico. Por el contrario, si la componente de menor frecuencia 

recorre una distancia más pequeña se obtiene un retraso de grupo GDD-. 

 

8.1.8. Expansión y compresión temporal de pulsos 
 

Un pulso puede expandirse o comprimirse temporalmente con el uso de rejillas de difracción 

o prismas. La expansión temporal de los pulsos se caracteriza porque se induce una dispersión 

de retraso positiva GDD+ gracias al arreglo óptico compuesto por un par de rejillas de 

difracción que se encuentra de forma antiparalela y un telescopio en medio de estas. Los 

pulsos que entran al expansor conservan la misma frecuencia de repetición y la misma 

energía, pero la duración del pulso cambia debido a su retraso temporal. La dispersión de 

retardo de grupo en el expansor está dada y puede ser cuantificada experimentalmente en el 

arreglo óptico, por medio de la ecuación:  
 

                                                                  𝐺𝐷𝐷 =
8𝜋2𝑐

𝜔0𝑑
2𝑐𝑜𝑠2𝛽

(2𝑓 − 2𝑠)                                                 Ec.8.11 

 

donde 𝜔0 es la frecuencia angular central del pulso, 𝑐 es la velocidad de la luz, 𝑑 es el período 

de la rejilla en metros, 𝛽 es el ángulo de difracción para la longitud de onda central, 𝑓 la 

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

 

Es posible recuperar la duración temporal del pulso ocasionada por el expansor por medio de 

un arreglo óptico del compresor. En este caso las rejillas de difracción que se encuentran en 

una disposición paralela hacen posible que las componentes espectrales de menor frecuencia 

recorran menos distancia e implique una compresión del pulso y se genere un GDD- como se 

había mencionado antes. La dispersión de retardo de grupo del compresor está dada por la 

siguiente ecuación: 

                                                   𝐺𝐷𝐷 =
−8𝜋2𝑐

𝜔0
3𝑑2 ×

1

{1−[𝑠𝑒𝑛𝛼−
0
𝑑

]
2
}

3
2⁄
× 𝐿𝑔                                               Ec.8.12 
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donde 𝜔0 es la frecuencia angular central del pulso, 𝑐 es la velocidad de la luz, 𝑑 es el período 

de la rejilla, 𝛼 es el ángulo de incidencia del pulso respecto a la normal de las rejillas, 𝐿𝑔 es 

la distancia entre las rejillas y 0 es la longitud de onda central de pulso láser.36,53,57 
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