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Piedra pequeña

como tú”
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Interacción de cationes con bases del ADN: Estudio de sus propiedades

espectroscópicas y caracterización estructural

Por Mat́ıas Berdakin

La interacción entre cationes y bases del ADN puede inducir cambios que afectan desde

el plegamiento macromolécular hasta el reconocimiento base· · · base siendo aspectos de

gran interés tanto desde el punto de vista de la investigación básica como para el desa-

rrollo de futuras aplicaciones tecnológicas. Por otro lado, la respuesta espectroscópica

de los sistemas del tipo Catión· · ·ADN resulta intrigante y ofrece un gran abanico de

potenciales aplicaciones, sin embargo todav́ıa no se conoce el mecanismo molecular que

regula la espectroscoṕıa de estos sistemas.

El objetivo central del este trabajo doctoral fue estudiar cómo la interacción con diferen-

tes átomos y cationes permite estabilizar apareamientos y plegamientos no canónicos en

el ADN/ARN y cómo dicha interacción determina las propiedades ópticas de los agrega-

dos generados, de forma tal de indagar en las razones que originan los altos rendimientos

cuánticos de fluorescencia de los sistemas h́ıbridos Agn-ADN.

Para obtener información molecular detallada acerca del problema planteado, se eligie-

ron sistemas modelo simplificados, factibles de ser estudiados en fase gaseosa, asilados y

mediante técnicas de espectroscoṕıa láser. De tal forma que los resultados obtenidos cons-

tituyan un punto de partida que permitan avanzar en el estudio del problema planteado,

desde un enfoque “bottom-up” aumentando la complejidad del modelo empleado. En

este marco, los sistemas qúımicos más relevantes empleados fueron la piridina, tirosina

y las bases del ADN/ARN, interaccionando con H+, Ag+ y Ag. Para obtener informa-

ción acerca de la estructura de los agregados estudiados se utilizó la espectroscoṕıa de

disociación multifotónica IR, y las técnicas de ionización multifotónica aumentada por

resonancia y la fragmentación UV fueron empleadas para estudiar la fotof́ısica de dichos

agregados. Los resultados experimentales siempre fueron contrastados con simulaciones

de estructura electrónica.
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1.1. Generalidades Acerca de los Ácidos Nucleicos: Estructura Primaria, Se-
cundaria y Terciaria. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2

1.2. Apareamientos y Plegamientos No Canónicos . . . . . . . . . . . . . . . . 8

1.2.1. Apareamientos no convencionales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

1.2.2. Plegamientos no canónicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
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3.1.3. Sistema Láser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
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1.2. Concatenación de nucleótidos en una cadena de ADN . . . . . . . . . . . 4

1.3. Estructura conformacional de los nucleótidos . . . . . . . . . . . . . . . . 5
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La presente introducción tiene como principal finalidad, proveer un marco teórico

general para establecer los objetivos de investigación de la tesis. Al avanzar en la lectura

del texto, el lector encontrará que cada caṕıtulo de resultados está acompañado de

una introducción espećıfica que contiene los antecedentes bibliográficos necesarios para

sustentar el análisis y la discusión que se presenta en cada uno de ellos.

En una primera sección se repasan brevemente conceptos fundamentales respecto

a los ácidos nucleicos (ADN/ARN), su composición, estructura y plegamientos. En la

segunda sección de la introducción se comentan conceptos relacionados a los apareamien-

tos y plegamientos no convencionales de los ácidos nucleicos. Por último se introducen

aspectos relacionados con las propiedades ópticas de agregados de Agn, haciendo parti-

cular hincapié en la utilización de ADN como matriz para la śıntesis de éstos, el efecto

de la secuencia de ADN en la fotof́ısica le los agregados Agn-ADN y sus potenciales

aplicaciones en diversas áreas de las ciencias.

1.1. Generalidades Acerca de los Ácidos Nucleicos: Estruc-

tura Primaria, Secundaria y Terciaria.

En 1944 Avery, MacLeod y McCarty descubrieron el rol central que tienen los ácidos

nucleicos (ADN/ARN) como agentes responsables de la transferencia de la información

genética.[1] Las primeras investigaciones acerca de la estructura del ADN a partir de

técnicas de difracción de rayos X, mostraron que en estado fibroso la macromolécula

presenta una estructura en forma de hélice.[2, 3] Posteriormente Watson y Crick (WC)

describieron la estructura del ADN como una doble hélice antiparalela, descubrimiento

que se convirtió en el dogma fundamental de la bioloǵıa molecular, y preparó el ca-

mino para describir los proceso de replicación, transcripción y traducción del ADN en

términos moleculares.[4] Luego del descubrimiento de WC, se llevaron adelante una gran

cantidad de estudios mediante diversas técnicas experimentales como difracción de rayos

X, NMR y microscoṕıa electrónica, con el objetivo de desentrañar la estructura de la

macromolécula y proveer información acerca de la funcionalidad de ésta en la célula.

Las referencias [5–9] son una breve reseña de la basta bibliograf́ıa disponible, que se

ocupa de revisar el conocimiento acerca de la estructura del ADN, su funcionalidad y la

interacción de éste con protéınas y otros ligandos.
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La macromolécula de los ácidos nucleicos está constituida por unidades monoméricas

llamadas nucleótidos. La estructura primaria del poĺımero se define, al igual que para

los polipéptidos, como la secuencia de monómeros que constituyen la biomolécula. Un

nucletótido está compuesto por tres unidades qúımica y estructuralmente diferentes, la

base nitrogenada, un azúcar y un grupo fosfato.[10]

El grupo fosfato es responsable de la acidez de la molécula ya que se encuentra

completamente desprotonado a pH fisiológico. Existen dos azucares naturales en los áci-

dos nucléicos, la β-D-deoxyribosa en el ADN y β-D-ribosa en el ARN, ambas pentosas

ćıclicas. Las bases son anillos aromáticos con nitrogenos heteroćıclicos, provistas de va-

rios grupos funcionales que puede actuar como donores o aceptores de enlaces puente

hidrógeno.[10]

El análisis qúımico del material genético indica que existen 5 tipos de nucléotidos,

que se diferencian únicamente por la base nitrogenada que lo compone. Existen dos

bases púricas, adenina (A) y guanina (G) y tres pirimid́ınicas, citosina (C), timina (T)

y uraćılo (U). El U sustituye a la timina en el ARN, y se diferencia estructuralmente

sólo en que la última se encuentra metilada en el C5. Además se ha demostrado que

las relaciones molares G/C y A/T son cercanas a 1. Ésta información fue cŕıtica para

que Watson y Crick postularan la existencia de una doble hélice antiparalela unida por

puentes hidrógeno.[10] En la Figura 1.1a se muestra la estructura y nomenclatura de las

bases nitrogenadas que componen los nucleótidos.

En el ácido nucleico natural, los nucleótidos están compuestos en una primer ins-

tancia por un nucleósido, que se forma cuando una base y un azúcar se enlazan mediante

un enlace glicosidico C-N, la posición de dicho enlace se muestra en la Figura 1.1a me-

diante linea de puntos. Luego el nucleósido se une a un grupo fosfato para dar lugar

al nuclótido, dicho fosfato se une al carbono 3 de un nucleósido y al 5 de otro, lo que

permite la prolongación de la molécula. A modo de ejemplo, en la Figura 1.1b se muestra

la estructura bidimensional de dos nucleotidos, donde se esquematiza como se enlazan el

azúcar, la base y el fosfato para dar lugar a la unidad monomérica. Por otro lado, para

ejemplificar la concatenación de nucleótidos que da lugar a la formación de los ácidos

nucleicos, en la Figura 1.2 se muestra la estructura bidimensional de una simple hebra

de ARN de secuencia 5’GACC3’.[11]
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Figura 1.1: Estructura qúımica y nomenclatura de los monómeros del ADN, figura
tomada de la referencia [10].a) Bases nitrogenadas pirimid́ınicas (Citosina, Uracilo y
Timina) y púricas (Gaunina y Adenina). El Uracilo sustituye a la timina en el ARN,
se diferencias estructuralmente sólo por una metilación en el C5. En linea de pun-
tos se señala la posición del enlace glicośıdico. b) Estructuras a modo de ejemplos de
nucleótidos pirimid́ınicos y púricos, Citidina-5’-monofosfato y Guanina-5’-monofosfato.

Figura 1.2: Estructura bidimensional de una hebra de ARN de secuencia 5’GACC3’.
Esta imagen fue tomada de la referencia [11]
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Los nucleótidos son moléculas estructuralmente complejas cuando se considera su

conformación tirdimensional, en la Figura 1.3 se muestran los conformeros relevantes

para el plegamiento secundario y terciario de la macromolécula en su conjunto. La Figu-

ra 1.3a muestra las dos conformaciones biológicamente relevantes que puede adoptar el

azúcar, se tratan de las estructuas de “Puckering” C3’-endo y C2’-endo. Al modificarse

ésta conformación, el enlace fosfat́ıdico del C3’ pasa de encontrarse en posición ecuato-

rial a axial, lo que modif́ıca el “esqueleto”de la molécula. Otra variación conformacional

relevante es la rotación de la base respecto al enlace gicośıdico, tal como se muestra en la

Figura 1.3b. Cuando la rotación de dicho enlace es tal que la base se encuentra apartada

de la azúcar se habla de una conformación anti. Mientras que, si la rotación del enlace

aproxima la base al azúcar, se obtiene una conformación syn.

Figura 1.3: Estructura conformacional de los nucleótidos, esta imagen fue tomada de
la referencia [11]. a) Conformeros rotacionales relevantes del azúcar. b) Rotación syn y
anti del enlace glicośıdico.

La estructura secundaria del ADN/ARN queda determinada por el apareamiento

entre nucleótidos, que ocurre mediante los nitrógenos y ox́ıgenos que las bases nitro-

genadas presentan. Dichos grupos funcionales, además proveen el reconocimiento mole-

cular necesario para la interacción ADN· · · protéına que posibilita tanto la replicación,

transcripción y traducción de la información genética. En su forma canónica, las bases
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adquieren tautomeŕıa ceto (K) y/o amino (A), la forma de interacción entre bases más

conocida es la propuesta por WC,[4] en la que el reconocimiento molecular se produ-

ce por medio de los puentes H que forman los grupos K y A, y el puente hidrógeno

N· · ·H-N formado entre los nitrógenos heteroćıclicos de los anillos de 6 miembros, tal

como se observa en la Figura 1.4. En la misma figura se muestra que, en las estructuras

Figura 1.4: Pares de bases de WC. La G interacciona con la C y la A con la T, mediante
tres y dos enlaces puente hidrógeno respectivamente. En las estructuras además se
destaca en rojo la posición del enlace glicośıdico, en los pares de WC dichos enlaces
se encuentran de forma paralela (o cisoid), éste tipo de apareamiento conduce a la
formación de la doble hélice del ADN.

de WC la G interacciona con la C y la A con la T, mediante tres y dos enlaces puente

hidrógeno, respectivamente. En estas estructuras además se destaca en rojo la posición

del enlace glicośıdico, en los pares de WC dichos enlaces se encuentran de forma pa-

ralela (o cisoid). Éste tipo de reconocimeinto molecular se conoce como apareamiento

canónica y conduce a la formación de la doble hélice del ADN.[12] Sin embargo, como

predijeron WC, la información genética puede alterarse por la presencia de bases en

otros estados tautoméricos. Algunos años después de que WC propusieran el modelo

de la doble hélice Löwdin señaló que un rearreglo de los protones involucrados en la

interacción de puente hidrógeno entre bases a través de efecto túnel, conduciŕıa a la ge-

neración de tautómeros no canónicos, de tal manera que la duplicación de estas cadenas

produciŕıa la perpetración de un error en el código genético.[13] El rearreglo necesario

para modificar la tautomeŕıa de las bases es poco probable en el caso de que ambas se

encuentren en estado neutro. Sin embargo, la transferencia de protón puede favorecerse

en el caso de que alguna de las bases se encuentre en estado iónico,[13] ya sea formando

un radical catión o por la interacción con otro ión, cunado ésto ocurre la transferencia

de protón por efecto túnel se ve favorecida, y de ésta manera la información genética

se ve dañada irreversiblemente. Algunos de los mecanismos que podŕıan conllevar a la
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obtención de cargas formales por parte de alguna de las bases involucradas en un par de

WC son, la reacciones con aceptores o donores de electrones, ionización por interacción

con radiación de alta enerǵıa, reacciones de protonación o interacción con otro tipo de

cationes.[10, 13–15]

La estructura terciaria del ADN/ARN consiste en el plegamiento tridimensional que

la macromolécula adopta, condicionada por la interacción entre pares de bases (estruc-

tura secundaria) y la estructura tridimensional de los nucleótidos. En la Figura 1.5 se

muestran de forma esquemática algunas de las estructuras terciarias que pueden adop-

tar los ácidos nucleicos. Los plegamientos más comunes son los derivados de la doble

Figura 1.5: Esta imagen fue tomada de la referencia [11]. Principales estructuras
terciarias junto con sus correspondientes estructuras secundarias. a) Doble hélice B de
WC. b) Estructura de G-cuadruplex, en ésta se muestran dos ejemplos, el primer caso
muestra la formación del G-cuadruplex a partir de cuatro cadenas de ADN mientras
que el segundo caso muestra la formación de la misma estructura a partir de una única
cadena de ADN. c) Formación de un triplex de ADN. d) Formación de un i-motif a
partir de cuatro cadenas de ADN. A, G, T, y C se esquematizan en rojo, azul, verde y
purpura respectivamente.

hélice originalmente descrita por WC. Genéricamente existen tres estructuras de doble
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hélice denotadas con las siglas A, B y Z. Las estructuras A y B son dextrorrotatorias,

mientras que la estructura Z es levorrotatoria.[10] Las dobles hélices dextrorrotatorias

son las comúnmente encontradas tanto en ADN como en ARN.[16] A modo de ejemplo,

en la Figura 1.5a se muestra una doble hélice B de ADN tomada de la referencia [11].

En el caso del ADN, la estructura más estable bajo condiciones fisiológicas es la doble

hélice B, formada mediante el apareamiento canónico de los pares A·T y G·C. El dia-

metro de la doble hélice es de 20 Å y un giro completo de la misma se produce cada 10

pares de bases, en esta estructura los azúcares se encuentra en conformación C2’-endo

con todas las bases en posición anti.[10] Por otro lado en el caso de la estructura A, el

azúcar se encuentra en posición C3’-endo, lo que acerca los fosfatos consecutivos de las

bases y altera el ángulo del enlace glicośıdico.[10] La doble hélice Z es estructuralmente

compleja y poco común, en ella, los enlaces glicośıdicos se encuentran en posición syn o

anti según si la base es purica o pirimid́ınica, respectivamente. Algo similar ocurre con la

conformación del azúcar, que para las bases púricas se encuentra en confromación C3’-

endo y C2’-endo para las pirimid́ınicas.[10] Esta conformación es muy poco común bajo

condiciones fisiológicas, sin embargo puede formar complejos con protéınas y se cree que

dicha interacción puede constituir un mecanismo de regulación de la transcripción.[17]

1.2. Apareamientos y Plegamientos No Canónicos

1.2.1. Apareamientos no convencionales

Otras estructuras de apareamientos entre bases, distintas a las descritas por WC,

pueden generarse en los ácidos nucleicos, a estos apareamientos no convencionales se los

llama genéricamente “pares de bases no canónicos”. Éstos pueden formarse por la exis-

tencia de bases que presenten tautomerismos diferentes a los canónicos,[13] o por otras

causas como la interacción con ligandos o cationes presentes en el medio,[18–20] o más

aún, debido a la inserción mediante métodos qúımicos de bases nitrogenadas exógenas

al ADN/ARN.[21] El apareamiento no canónico, posteriormente puede conducir a modi-

ficaciones en la estructura terciaria de la macromolécula en su conjunto, o la generación

de dominios con plegamientos particulares. La idea de modificar el tipo de interacciones

entre bases para generar nuevos apareamientos no canónicos ha cobrado gran interés en

los últimos años, debido a las potenciales aplicaciones que pueden derivar del hecho de



Capitulo 1. Introducción 9

manipular la estructura del ADN/ARN tanto natural como artificial en el ámbito de

las ciencias biológicas y de desarrollo de materiales.[22–26] La idea central se basa en

modificar la interacción canónica que opera en el apareamiento de tipo WC, por nue-

vas interacciones no covalentes (por ejemplo enlaces de puente hidrógeno, interacciones

hidrofóbicas, complementariedad estrucutral y funcionalizaciones espećıficas),[21] que

conduzcan a nuevas formas de apareamiento entre bases. Un método que en los últimos

años ha cobrado gran importancia para la generación de pares de bases no canónicos,

es la formación de pares de bases mediados por metales (PBMM). La idea que subya-

ce a la generación de éstos es, la de remplazar los átomos de hidrógeno involucrados

en los enlaces de puente hidrógeno entre bases, por cationes metálicos.[21] Los PBMM

constituyen un gran avance en el intento de expandir el código genético, debido a que

se han encontrado al menos 23 PBMM que se han logrado incluir en la doble hélice del

ADN. En la referencia [21] se realiza una descripción completa de los diferentes PBMM

estudiados a lo largo del tiempo, y además se detalla su potencial aplicación a áreas de

la investigación como la bioloǵıa molecular, el desarrollo de materiales y aplicaciónes

nanotecnológicas.

1.2.2. Plegamientos no canónicos

Además de las estructuras de doble hélice, se han encontrado otras estructuras de

plegamiento terciario de los ácidos nucleicos que involucran apareamienos no canónicos

entre bases.[11] A continuación se describen brevemente las caracteŕısticas de algunos

de los plegamientos no canónicos más relevantes:

· Se ha encontrado que secciones de material genético rico en G puede plegarse de forma

no canónica en la estructura conocida como “G-cuadruplex” que se muestra en la Fi-

gura 1.5b. Estas estructuras se encuentran tanto en ADN como en ARN y se genera a

partir de la interacción no canónica por puente hidrógeno entre cuatro G provenientes de

una, dos o cuatro cadenas de ácidos nucleicos. Esta estructura a su vez es estabilizada

por la presencia de un catión monovalente, generalmente Na+ o K+, que se sitúa en

el centro del canal que genera el cuadruplex.[27] En lo últimos años se han encontra-

do secuencias de bases susceptibles a adoptar conformaciones de tipo “G-cuadruplex”

en secciones teloméricas y en promotores de oncogenes, lo que ha convertido éste tipo
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de estructuras en el blanco de investigación para el desarrollo de nuevos tratamientos

médicos.[28]

· El “triplex de ADN” es una estructura en la que tres cadenas de oligonucleótidos forman

una tripe hélice, la cual se esquematiza en la Figura 1.5c. En este tipo de estructuras,

dos cadenas forman una doble hélice B canónica, mientras que la tercer hebra se une

a la doblé hélice mediante interacciones no canónicas. Éste tipo de plegamientos posee

actividad regulatoria de la expresión génica, y actualmente su manipulación tiene gran

interés en el área de la biotecnoloǵıa.[29]

· Otro plegamiento macromolecular importante que puede adoptar el ADN/ARN es el

llamado “i-motif”, que se muestra en la Figura 1.5d. Al igual que el “G-cuadruplex”,

ésta es una estructura tetramérica que se puede formar entre una, dos o cuatro cadena

de ácidos nucléicos. Generalmente esta estructura se produce en condiciones ligeramente

ácidas y en particular, cuando las cadenas son ricas en C.[30] Es sabido que este tipo

de plegamiento es muy importante por estar relacionadas con el desarrollo de enferme-

dades de retardo mental.[31] El i-motif es producido por la interacción no convencional,

mediada por un H+, entre dos C de dos cadenas paralelas, que da lugar a la formación

de un par C-H+-C, con sus enlaces glicośıdicos en posición antiparalela (o transoid). El

plegamiento global se estabiliza por intercalación de los pares C-H+-C provenientes de

dos cadenas diméricas.[32]

En literatura existen muy pocos ejemplos de formación de i-motif a pH fisiológico,[33–

35] sin embargo, recientemente Day y colaboradores han demostrado que se pueden

obtener estructuras del tipo i-motif a dicho pH en presencia de iones Ag+, los cuales

son responsables de inducir el plegamiento del ADN tomando el lugar del protón.[36]

En el Caṕıtulo 6 se profundizará el estudio de la formación y estabilización de estas

estructuras en presencia del catión Ag+ mediante la formación del par C-Ag+-C.

En los últimos años, el estudio y manipulación de la estructura secundaria y terciaria

del ADN/ARN, que pueden formarse a partir de interacciones no canónicas, en regiones

con secuencias espećıficas, o en momentos particulares del ciclo celular, ha ganado un

gran impulso debido a su vinculación a funciones biológicas espećıficas y a su potencial

aplicación en áreas de investigación como la medicina, desarrollo de materiales y nuevas

tecnoloǵıas. Es por ésto que, el estudio de la estructura, termodinámica e interacción
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con ligandos de estas estructuras no canónicas se ha convertido en una importante área

de investigación.[11]

1.3. Propiedades Ópticas de Agregados de Agn

El estudio de agregados (o clusters) metálicos de unos pocos átomos, es objeto

de gran interés actual por constituir el nexo entre las propiedades de los átomos ais-

lados, nanopart́ıculas (NPs) y el sólido extendido, y por sus fascinantes propiedades

fotof́ısicas.[37] La respuesta óptica de los metales en la nanoescala puede ser clasificada

en tres escalas de tamaño:[38] 1) nanopart́ıculas (NP) grandes; 2) NP pequeñas y 3)

agregado (ó cluster), que se corresponden a tres escalas de longitud caracteŕısticas.

Para NPs grandes, cuyo tamaño es mayor que la longitud de onda (λ) incidente,

la respuesta óptica depende de su tamaño, forma y densidad de electrones libres, y por

lo tanto pueden ser descritas por la constante dieléctrica del metal relativa al medio

externo, por medio de la electrodinámica clásica.[38]

En el caso de las NPs pequeñas, cuando el tamaño de la part́ıcula se aproxima al

recorrido libre medio del electrón en el sólido extendido (aproximadamente 40-50 nm

para Au y Ag), la constante dieléctrica se torna dependiente del tamaño de la NP, pero

efectuando correcciones apropiadas a dicha constante, la electrodinámica clásica puede

describir adecuadamente sus propiedades ópticas.[39]

Tanto las NP grandes como las pequeñas exhiben oscilaciones colectivas de los

electrones de conducción, conocidas como plasmones superficiales. La excitación fotónica

de los plasmones a la longitud de onda a la cual ocurre la resonancia, produce una banda

de absorción plasmónica en la región UV-vis, la cual es fuertemente dependiente del

tamaño y forma de la part́ıcula.[38]

Eventualmente, cuando el tamaño de la part́ıcula se torna comparable a la tercera

longitud caracteŕıstica (longitud de onda de Fermi del electrón o la longitud de onda de

de Broglie a la enerǵıa de Fermi), la cual se encuentra entre 0,5 – 1,0 nm para Au y Ag,

las propiedades ópticas, electrónicas y qúımicas del metal, difieren dramáticamente con

respecto a los otros dos reǵımenes de tamaño.[38, 40–42]
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El interés en el estudio de estos agregados pequeños radica en sus fascinantes pro-

piedades fotof́ısicas, en particular, su rendimiento cuántico de fluorescencia, el cual es

comparable al de los quantum-dots semiconductores (nanopart́ıculas pequeñas de Cd-

Se, calcogenuros, etc.), con las ventajas frente a estos de tener baja toxicidad y ser

biocompatibles.[43] Además, poseen la propiedad de que los espectros de absorción y

emisión son sintonizables, cambiando el número de átomos que componen el cluster y la

naturaleza de las interacciones intermoleculares de las matrices orgánicas en las cuales

se generan.[38]

Aśı por ejemplo, Dickson ha mostrado que puede obtenerse un gran incremento en

las señales de fluorescencia, encapsulando pequeños clusters de Ag2-8 en dendŕımeros,[44]

estructuras pept́ıdicas [45] y cadenas de ADN. [46] Entre las diversas moléculas emplea-

das para estabilizar agregados de Ag, la utilización de ADN como matriz para su śıntesis

reviste particular interés debido a que, se ha encontrado que los agregados de Agn sinte-

tizados en dichas matrices exhiben espectros de fluorescencia que dependen fuertemente

de la secuencia de bases que constituyen las cadenas empleadas, lo que permite sintonizar

el espectro de absorción/emisión de los mismos desde el IR al UV.[47–51] La utilización

de diversos oligómeros de ADN o ARN para seleccionar y modificar la longitud de onda

de emisión fluorescente, es la clave que subyace a las recientes aplicaciones de este tipo

de fluoróforos en el marcado celular,[52] aplicaciones anaĺıticas relacionadas a la detec-

ción de cadenas oligoméricas[53] o cationes metálicos espećıficos,[54] y en esquemas de

puertas lógicas moleculares.[55]

La Figura 1.6, tomada de la referencia [52], constituye un ejemplo elegante, de

la capacidad de sintonización de los espectros de absorción y emisión que provee la

utilización de matrices de ADN para la śıntesis de agregados de Ag, y su potencial

aplicación como marcadores celulares. En la Figura 1.6a se muestran los espectros de

emisión de una serie de agregados de Ag sintetizados en matrices de ADN con diferentes

secuencias de nucleótidos. En la misma se observa claramente que, dependiendo de la

cadena empleada para la śıntesis, el espectro de emisión se puede sintonizar desde 500

a 750 nm. En la Figura 1.6b, se muestra una imagen de microscoṕıa de fluorescencia

con focal de una célula NIH 3T3, en la que dos anticuerpos, anti mitocondria y anti

membrana celular, han sido modificados con secuencias de ADN espećıficos para genera

agregados Agn-ADN fluorescentes “rojos” y “verdes”, respectivamente. En el mismo

trabajo [52] además, se analiza la fotoestabilidad de los agregados de Agn-ADN en
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Figura 1.6: Esta imagen fue tomada de la referencia [52]. a) Espectros de emisión
de agregados Agn-ADN generados con diferentes cadenas de oligonucleótidos. Las se-
cuencias de bases, de menor a mayor longitud de onda de emisión son, 523 nm (C20),
562 nm (AATTC12), 590 nm (CGAAC12), 615 nm (CGCGC12), 635 nm (ATATC8),
670 nm (GGGGC8). b) Imagen de microscopia de fluorescencia con focal obtenida por
doble marcado con anticuerpos anti mitocondria y anti membrana celular, modificados
con cadenas de nuleótidos para generar emisores rojos y verdes respectivamente.

comparación con el marcador celular convencional HCS, midiendo el decaimiento de la

intensidad de la emisión fluorescente en una misma célula como función del tiempo de

irradiación, a diferentes enerǵıas de excitación. Los resultados muestran que, para las

enerǵıas de excitación empleadas, los marcadores sintetizados en las matrices de ADN

son muy superiores en estabilidad respecto al marcador convencional. Estos resultados

son una prueba contundente de la potencialidad que tiene los agregados Agn-ADN para

la śıntesis de bio-marcadores.

Mas allá de la gran potencialidad que este tipo de fluoróforos presenta para el desa-

rrollo de diversas aplicaciones tecnológicas, todav́ıa no se comprenden los factores que

controlan su respuesta espectroscópica. Debido a que las secuencias de ADN/ARN que

pueden ensayarse para la śıntesis de estos agregados son virtualmente infinitas, profun-

dizar en el entendimiento de la naturaleza de su fotof́ısica es de primordial importancia

para desarrollar esquemas de śıntesis racionales.[56]

Algunas de las preguntas que se abren respecto a la fotof́ısica de éstos sistemas son
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los siguientes: ¿a cuántas bases se enlaza el agregado de Agn?, ¿Las bases que no interac-

tuan con el agregado, afectan a la fotof́ısica del sistema en su conjunto?, ¿Cómo influye

la estructura primaria del oligonuleótido en la sintonización de los espectros?, ¿Cómo

afecta la estructura secundaria del ADN a la estabilidad y fotof́ısica de los agregados?,

¿Qué estados de carga tiene los clusters Agn?.[49] Si bien la diversidad de aspectos que

quedan por entender respecto a la fotof́ısica de estos fluoróforos puede parecer abruma-

dora, en los últimos años algunos trabajos experimentales han contribuido a comenzar a

desentrañar la naturaleza de sus propiedades distintivas. Algunos de los resultados más

importantes a destacar se comentan brevemente a continuación:

· El estudio de la dependencia de la intensidad de fluorescencia obtenida, en función del

pH empleado para la śıntesis de agregados de Agn, brindan indicios respecto al sitio de

interacción del metal con el ADN. Al utilizar cadenas de doce nucleótidos de C como

matriz para la śıntesis, los autores muestran que se obtiene una notable disminución de

la intensidad de fluorescencia a pH<5,5 por debajo del pKa del N3 de la C, lograndose

un máximo de fluorescencia a pH cercanos al pKa de dicho nitrógeno.[46] Los autores

sugieren que éstos resultados indican que el sitio de unión del cluster de Agn es el N3

de la citosina.

· En la referencia [56], Gwinn y colaboradores estudiaron la composición de los agregados

Agn-ADN por medio de de HPLC con detección de fluorescencia acoplada espectrometria

de masas de alta resolución. Una parte de los resultados que se presentan en dicho trabajo

están condensados en la Figura 1.7, y constituyen una de las primeras descripciones

detalladas de la estructura de éstos fluoróforos, que aqúı discutiremos brevemente.

En la Figura 1.7a se muestran los resultados obtenidos mediante el análisis de los patro-

nes isotópicos de los picos de los espectros de masa, con el que los autores determinaron

el estado de carga de los agregados de Agn y la proporción de especies Ag/Ag+ que estos

presentan. En ésta se grafica la carga del agregado (Qcluster) vs. el número de total de

átomos presentes (NAg). Los clusters que presenta fluorescencia se denotan con triángu-

los, mientras que los sistemas no fluorescentes se grafican en ćırculos, los colores rojo y

verde se utilizan para distinguir los clusters formados por una o dos cadenas de ADN,

respectivamente. En ĺınea punteada negra, se resalta la situación en la que todos los

átomos metálicos se encuentran en estado iónico, los resultados muestran que éstos no

presentan fluorescencia, e indican que sólo los agregados formados por combinación de

átomos Ag e iones Ag+ son fluorescentes. En base a la relación de iones y átomos neutros



Capitulo 1. Introducción 15

Figura 1.7: Esta imagen fue tomada de la referencia [56]. a) Gráfico de la carga
del agregado (Qcluster) en función del número total de átomos y cationes Ag+Ag+

(NAg). En ćırculos y triángulos se grafican los agragados “oscuros” y fluorescentes,
respectivamente. El código de colores se emplea para distinguir entre los agregados
formados por una cadena de ADN (rojo) y los formados por una doble hebra (verdes).
La ĺınea de trazos negra corresponde a la relación Qcluster= NAg, por lo que todos los
átomos se encuentran en forma catiónica, éstos no presentan fluorescencia. La ĺınea rosa
y purpura corresponden a agregados cuya relaciones Ag/Ag+ fue asignada a estructuras
de tipo rod, y esquematizados en la parte superior de la figura, utilizando ćırculos para
los átomos de Ag y + para los cationes. b-c) Ejemplos de estructuras tridimensionales,
esquematizadas utilizando esferas grises y azules para los átomos neutros y cationes,
respectivamente.
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presentes en los agregados, se propuso que la geometŕıa de los clusters de Agn debe con-

sistir probablemente en bastones (o “rods”), más que estructuras planas o globulares. La

estabilización entre átomos neutros e iones que se propuso se encuentra esquematizada

en la parte superior de la Figura 1.7a, mientras que en las Figuras 1.7(b y c) muestran

ejemplos de estructuras tridimensionales propuestas. La comparación de las enerǵıas de

excitación experimentales y simuladas apoyan la conclusión de la presencia de agrega-

dos en forma de “rods”, y más aún, considerando estas estructuras se logró relacionar

la cantidad de átomos neutros presentes en el “rod” con la enerǵıa de excitación del

agregado. En base a estos resultados, se considera que los agregados Agn-ADN deben

consistir en una doble hélice de ADN (formada por una o dos hebras) que estabiliza un

“rod” compuesto por iones Ag+ y átomos Ag. Finalmente los autores concluyen que la

relación entre la sintonización del espectro y la secuencia del oligonucleótido está dada

mayormente, por la capacidad de la matriz de estabilizar “rods” de diferentes largos y

estados de carga.[56]

· Los sistema Agn-ADN poseen dos bandas intensas de absorción, una en la región visible

del espectro que es sintonizable con la secuencia de oligonucleótidos empleados, y otra

en la región UV del espectro, que es común a todos los fluoróforos sin importar la

posición de la banda visible. La banda de absorción UV está localizada en la región

espectral donde se espera que absorban las cadenas de oligonucleótidos (260-270 nm).

Fygenson y colaboradores,[49] mostraron que la excitación de la banda UV produce el

mismo espectro de emisión que la excitación de la banda visible, y descartó que dicha

excitación se deba a estados electrónicos de alta enerǵıa como originalente se hab́ıa

propuesto,[57] sino que se debe a la excitación del oligonucleótido. Esta conclusión abre

un nuevo interrogante puesto a que se conoce muy bien que las bases del ADN poseen

tiempos de vida cortos en sus estados electrónicos excitados y rendimientos cuánticos de

fluorescencia extremadamente bajos,[58–60] por lo que cabe plantearse ¿por qué razón

la interacción con Ag+/Ag incrementa el rendimiento de fluorescencia en los sistemas

Agn-ADN?. En el Caṕıtulo 6 de la tesis, se profundizara sobre los fundamentos de esta

última pregunta en base a los tiempos de vida de los estados electrónicos excitados de

las bases del ADN y se estudiara la naturaleza de la banda de absorción UV.
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1.4. Objetivos y Organización de la Tesis

En virtud de los antecedentes descritos en las secciones anteriores, el objetivo ge-

neral planteado para esta tesis fue estudiar la interacción de ADN con cationes desde

dos puntos de vista: por un lado para avanzar en el entendimiento del efecto de di-

cha interacción sobre la estabilización de estructuras no canónicas en el ADN; Por otro

lado, estudiar a nivel molecular la fotof́ısica de los sistemas que surgen de dicha in-

teracción con el objeto de generar un modelo reduccionista de los sistemas Agn-ADN,

que permita brindar información detallada de la fotof́ısica de éste tipo de fluoróforos

en la banda de excitación UV. Especificamente, se propuso estudiar la estructura de

agregados formados por Ag+ con bases del ADN (en particular C) mediante la técnica

de disociación multifotónica IR, para determinar la estructura del PBMM [C2Ag]+que

permite estabilizar estructuras no canónicas como los i-motif. Además se propuso estu-

diar la espectroscoṕıa electrónica de las bases protonadas y homodimeros de las bases

pirimid́ınicas protonadas, para posteriormente comparar el efecto de la naturaleza del

catión, en los sistemas [C2H]+y [C2Ag]+, sobre el tiempo de vida del estado electrónico

excitado de los agregados.

Al avanzar en la lectura del presente trabajo, inicialmente el lector se encontrará con

una descripción detallada de los fundamentos fisicoqúımicos de las técnicas de espectro-

metŕıa de masas y de espectroscópia láser empleadas en la tesis. En el Caṕıtulo 3 se

describen los sistemas experimentales empleados, desde su construcción y partes consti-

tuyentes, hasta la sincronización de los eventos necesiarios para llevar a cabo los expe-

rimentos, además se describen los sistemas láseres empleados para cada tipo de espec-

troscoṕıa.

En el Caṕıtulo 4, se presentan los resultados obtenidos respecto a la generación de

agregados de Ag en estado iónico y neutro con diversas moléculas orgánicas, mediante

vaporización láser acoplada a expansiones supersónicas. Las moléculas empleadas para

tal fin (Tolueno, Tirosina y Piridina), fueron elegidas por ser modelos simples de las

matrices empleadas para la śıntesis de agregados de Agn en solución.

En el Caṕıtulo 5, se presentan los resultados obtenidos mediante espectroscoṕıa de

fragmentación UV de las bases protonadas del ADN, y los homod́ımeros protonados de
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las bases pirimid́ınicas. En el mismo se comparan, el origen de las transiciones electróni-

cas con cálculos computacionales del estado electrónico excitado de dichos sistemas pro-

tonados, con el fin de asignar la respuesta espectroscópica experimental a los diferentes

tautómeros de las bases protonadas y sus d́ımeros. El ancho de las bandas vibracionales

se emplea para realizar una estimación del tiempo de vida del estado excitado de dichos

tautómeros.

En el Caṕıtulo 6, mediante la técnica de espectroscoṕıa de disociación multifotónica

IR, se estudia desde un enfoque bottom up, la estructura de agregados de Ag+· · ·C de

complejidad creciente. Esta primera etapa permitió caracterizar estructuralmente los

agregados [CAg]+, [CAg-H2O]+y el PBMM [C2Ag]+, y relacionar este apareamiento

no convencional con estructuras no canónicas del ADN. En una segunda instancia, se

muestran los resultados de la espectroscoṕıa de fragmentación UV del agregado [C2Ag]+,

y se discuten contrastando con los resultado obtenidos para el homod́ımero protonado

[C2H]+. Bajo la aproximación de utilizar dichos sistemas como un modelo reduccionista

de los fluoróforos Agn-ADN, se obtuvo información a nivel molecular acerca del efecto

de la naturaleza del catión en la fotof́ısica de la banda de absorción UV de las bases del

ADN y el origen de la misma.

En el Caṕıtulo 7 se condensan las conclusiones más relevantes de la tesis y se

comentan brevemente las perspectivas de trabajo que quedan abiertas a partir de la

realización del presente trabajo doctoral.
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Las herramientas principales utilizadas durante el desarrollo de esta tesis para el

estudio de las interacciones entre atomos/cationes y bases del ADN fueron la espectros-

coṕıa electrónica y vibracional, en ambos casos acopladas a espectrometŕıa de masas. A

partir de éstas, se caracterizaron estructuralmente los complejos ADN· · ·Atomos/Cationes

y se obtuvo información acerca de la dinámica del estado electrónico excitado.

En los sistemas experimentales empleados, la existencia del proceso de absorción de

radiación se infiere a partir de la detección de iones mediante espectrometŕıa de masas.

Por lo que, en este caṕıtulo en una primera instancia repasaremos el principio de funcio-

namiento de las partes constituyentes de los espectómetros de masas utilizados para los

diferentes experimentos espectroscópicos. La descripción de los esquemas experimentales

en su conjunto, y el funcionamiento de dichos espectrómetros se trata en el Caṕıtulo 3.

En la segunda sección del caṕıtulo, se describen los fundamentos de los métodos de

vaporización de muestras empleados durante el desarrollo de la tesis.

Luego, en una tercera instancia, se describen brevemente los fundamentos fisico-

qúımicos que subyacen al funcionamiento de las expansiones supersónicas, debido a que

se utilizaron durante el desarrollo de la tesis para producir enfriamiento y agregación de

moléculas vaporizadas por irradiación láser.

Finalmente, en la cuarta sección del presente caṕıtulo, se establecen los fundamentos

fisicoqúımicos de las técnicas espectroscópicas utilizadas, y se describe la información

que puede inferirse a partir de cada una de éstas.

2.1. Espectrometŕıa de masa

La espectrometŕıa de masas es una herramienta indispensable para el desarrollo

de diversas áreas de la ciencia como la qúımica, bioqúımica, farmacia y medicina. Se

utiliza para llevar a cabo diversas tareas como la identificación de compuestos mediante

comparación con libreŕıas de datos,[61] secuenciación de biomoléculas,[62] exploración

de células y tejidos,[63] determinación estructural de nuevos compuestos,[64] y además

tiene un gran numero de aplicaciones en qúımica anaĺıtica relacionada con el análisis

ambiental y control de calidad,[65, 66] sólo para nombrar algunas. Durante el desarrollo

de esta tesis se utilizó la espectrometŕıa de masas en combinación con fuentes de radiación
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láser, dicha combinación permite la generación de diversos arreglos experimentales que

constituyen el estado del arte de la espectroscoṕıa moderna.

El principio de funcionamiento de la espectrometŕıa de masas se basa en la genera-

ción de iones a partir de especies orgánicas o inorgánicas, la separación de dichos iones

según su relación masa/carga (m/z ) y la posterior detección cualitativa o cuantitati-

va de la abundancia de cada ión según su m/z .[67] La ionización del analito puede

efectuarse de diversas formas, mediante la ionización térmica, por la aplicación de cam-

pos eléctricos, por el impacto de part́ıculas neutras o cargadas (electrones o iones), con

fotones de alta enerǵıa (proceso denominada fotoionización), por desorción láser y por

“electrospray” (ESI). La separación en función de la relación m/z puede llevarse a cabo

mediante la aplicación estática o dinámica de campos eléctricos, magnéticos y radio-

frecuencias (RF), o incluso en ausencia de campos, si previamente se provee de igual

enerǵıa cinética a todos los iones.[67]

Un espectrómetro de masa es un sistema experimental que consta de una fuente de

iones, un analizador y un detector, que funcionan conjuntamente en alto vaćıo. Clara-

mente cualquier técnica que pueda utilizarse para conseguir los diferentes objetivos de

ionización, separación y detección de iones se puede emplear para la construcción de

un espectrómetro de masas, por lo que en la actualidad existe una gran diversidad de

ensambles experimentales entre los cuales el usuario debe elegir en función del objetivo

de su estudio. Durante el desarrollo de esta tesis se utilizaron diferentes espectrómetros

de masas (MS) y masa en tándem (MS/MS). En esta sección se explicará brevemente

el principio de funcionamiento de los diferentes espectrómetros de masas, para poder

comprender globalmente el funcionamiento de los diferentes esquemas experimentales

empleados para desarrollar los estudios espectroscópicos.

2.1.1. Espectrometŕıa de Masas por Tiempo de Vuelo

La espectrometŕıa de masa por tiempo de vuelo (TOF, del inglés “time of flight”)

fue desarrollada por W. E. Stephens cuyo trabajo original fue publicado en 1946.[68] El

principio de funcionamiento de un espectrómetro TOF es sencillo. Los iones generados

por una fuente son acelerados de forma tal que todos posean la misma enerǵıa cinética,

y por tanto velocidades diferentes según su m/z. De esta forma los iones se separan

temporalmente en una “carrera” a lo largo de un trayecto libre de campos eléctricos o
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magnéticos, tal que los iones de menor m/z llegaran al detector a tiempos más cortos que

las de mayor m/z.[69] Esta caracteŕıstica convierte en requisito que la fuente de iones

utilizada sea pulsada y en el caso de utilizar fuentes continuas es necesario adaptarlas

para generar “paquetes de iones” (véase Sección 2.1.2). Entre las principales ventajas de

este tipo de analizadores se puede mencionar su bajo costo de construcción, un rango de

m/z virtualmente ilimitado, su gran sensibilidad y que, por cada evento de ionización,

se obtiene un espectro de masa completo en el orden de los milisegundos.[67]

La enerǵıa cinética (EK) que adquiere un ion de masa m y carga q (q = ez) que

atraviesa una diferencia de potencial ∆V es:

EK = ez∆V =
1

2
mv2 (2.1)

Suponiendo que antes de la etapa de aceleración, el ión no tiene una componente de

velocidad en la dirección del gradiente del campo, la velocidad final que éste adquiere se

obtiene de re ordenar la Ecuación 2.1

v =

√
2ez∆V

m
(2.2)

Entonces, teniendo en cuenta que el tiempo que un ión necesita para recorrer una dis-

tancia L, libre de campos, es t = L/v y sustituyendo la Ecuación 2.2, encontramos que

el tiempo que le requiere a un ión recorrer L, posterior a una etapa de aceleración con

un campo ∆V , es proporcional a la ráız cuadrada de la relación m/z :

t =
L√

2e∆V

√
m

z
(2.3)

De esta forma, la medición del tiempo de arribo de los iones al detector en un dado

arreglo experimental (L y ∆V ) es suficiente para la determinación de su relación m/z.

Para la situación ideal en la que todos los iones son generados un una región in-

finitesimal del espacio, el esquema experimental de un espectrómetro de masas TOF
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consta de dos placas p1 y p2 cargadas con una diferencia de potencial ∆V , separadas

por una distancia d. De esta forma, el “paquete ideal” de iones es acelerado entre las dos

placas y entra a la zona de vuelo libre donde los iones se separan según su m/z. Esta

situación claramente no es realista dado que los iones se obtienen en una región finita

del espacio, lo que reviste un problema en relación a la resolución del equipo, debido

a que iones de igual m/z en diferentes regiones de la zona de extracción (es decir, a

diferentes distancias de las placas) serán sometidos a campos eléctricos diferentes, y por

tanto, tendrán diferentes enerǵıas cinéticas entre si.[70] Para resolver esta limitación Wi-

ley y McLaren introdujeron dos zonas de aceleración [71] (véase Figura 2.1). La primer

zona, llamada “zona de extracción”, está formada por dos placas p1 y p2 a las cuales

se denominan “placa repulsora” y “palca extractora” respectivamente, entre las que se

genera una diferencia de potencial de algunos cientos de voltios. La segunda zona, “zona

de aceleración”, está formada por la placa p2 y una placa p3 que se encuentra conectada

a tierra. Entre estas dos placas se produce una cáıda de potencial de algunos kV. Las

modificaciones introducida por Wiley y McLaren permiten, mediante la modificación

de las distancias entre las placas y las cáıdas de potencial en cada zona, compensar las

diferencias en el campo eléctrico al que se someten los iones debido a su posición entre

las placas, obteniendose aśı condiciones de focalización espacial que son independientes

de la m/z de los iones.

Figura 2.1: Gráfico esquemático de la construcción y separación de iones en un es-
pectrómetro de masas por tiempo de vuelo con dos zonas de aceleración. En la figura
se esquematiza, como la incorporación realizada por Wiley y McLaren permite com-
pensar la diferencia de campos eléctricos a los que son sometidos los iones debido a las
diferentes distancia a las pacas. Consiguiéndose aśı, condiciones de focalización espacial
independientes de la m/z .
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El detector de iones. Existen muchas clases de detectores de iones que pueden

acoplarse a la espectrometŕıa de masas por TOF. Desde hace algún tiempo la imple-

mentación de los MCP (del inglés “microchannel plate”) se ha extendido masivamente,

por ser sistemas de bajo costo, compactos, de simple implementación en espectrómetros

de fabricación casera y principalmente por ser lo suficientemente rápidos para detectar

la llegada de los iones de distintos m/z en pocos ns. Durante el desarrollo de la tesis se

utilizaron detectores MCP para los dos espectrómetros de masas por tiempo de vuelo

descritos en el Caṕıtulo 3. A los fines prácticos el funcionamiento de un MCP es similar

al de los tradicionales CEM (del inglés “Channel electron multipliers”), la diferencia

radica en que en vez de tratarse de un único canal multiplicador de electrones, los MCP

consisten en un arreglo de millones de canales de unos pocos micrómetros de diámetro en

los que cada uno actúa como un electrodo.[67] En la Figura 2.2a se muestra una imagen

de barrido electrónico (SEM) donde se observa un arreglo de MCP con canales de 2µm

de diámetro. En el esquema experimental, el MCP se encuentra ligeramente inclinado

Figura 2.2: (a) Microscoṕıa de barrido electrónico (SEM) de un detector MCP dende
se observan canales de 2µm de diámetro, imagen tomada de la cita [67]. (b) Gráfico
esquemático del proceso de amplificación de la señal en un canal del MCP
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respecto a la trayectoria de los iones de forma tal que estos colisionen con las paredes

del material, aśı el impacto de los iones de alta enerǵıa cinética produce la emisión de

electrones secundarios. Estos últimos son amplificados mediante sucesivos impactos con

las paredes interiores de los canales, Figura 2.2b. Para generar la cascada de amplifica-

ción se utiliza una cáıda continua de potencia entre la entrada de los iones y la salida

de la corriente de electrones.[72]

2.1.2. Multipolos Lineales: Analizadores de Masas, Trampas Iónicas y

Celdas de Colisión

Los iones pueden ser almacenados y analizados en arreglos de multipolos lineales.

Esta clase de espectrómetro está basado en la aplicación de campos de radiofrecuencias

(RF) para la generación de trayectorias controladas dentro del multipolo. Durante el

desarrollo de la tesis, en los diversos arreglos experimentales empleados se utilizaron

cuadrupolos, hexapolos y octupolos como analizadores de masas, trampas iónicas y cel-

das de colisión. Por tanto, en la presente sección explicaremos brevemente el principio de

funcionamiento de esta clase de espectrómetro utilizando como ejemplo el cuadrupolo li-

neal. El fundamento de funcionamiento de este tipo de equipamiento es complejo y no es

la intención de esta sección realizar una descripción pormenorizada de la misma. En caso

de requerir una descripción detallada el lector puede consultar bibliograf́ıa especializada

citada en [67, 73].

2.1.2.1. Cuadrupolo Lineal

Un cuadrupolo lineal consiste en un arreglo de cuatro electrodos ciĺındricos o hi-

perbólicos dispuestos simétricamente en el plano xy y que se extienden en el eje z (Figu-

ra 2.3). A cada par de electrodos enfrentados se les aplica el mismo potencial eléctrico

compuesto por una fase continua (DC, que llamaremos U) y una fase alterna (AC, que

llamaremos V) de RF con una frecuencia ω, de forma tal que el potencial total aplicado

(Φ0) puede escribirse como:

Φ0 = U + V cos(ωt) Donde t=tiempo (2.4)
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Figura 2.3: Imagen tomada de la cita [67]. (a)Gráfico esquemático un los electrodos
de un cuadrupolo lineal, en el que se indican los ejes de coordenadas y los pares de elec-
trodos conectados al mismo potencial. (b) Imagen de los electrodos de un espectrómetro
comercial.

Cuando un ión entra en el cuadrupolo en la dirección z, éste experimentará fuerzas en el

plano xy, atractivas hacia el par de electrodos con carga opuesta a la del ión y repulsivas

hacia el par de electrodos con igual carga que el ión. Sin embargo, la contribución de

la fase alterna del campo eléctrico aplicado hace que la carga en cada par de electrodos

vaŕıe periódicamente, por lo que, la dirección de las fuerzas de atracción y repulsión

también lo hacen. De esta forma, es posible que un ión atraviese el cuadrupolo sin co-

lisionar con los electrodos suponiendo que durante el trayecto en el eje z la amplitud

de su movimiento en el plano xy sea menor que 2r0 (donde r0 representa el radio de

la circunferencia interna del multipolo).[67] Se pueden derivar las condiciones para la

estabilidad de un dado ión a lo largo de la trayectoria en el eje z a partir de la solución

de las ecuaciones de movimiento obtenidas de Ecuación 2.4 comúnmente denominadas

ecuaciones de Mathieu:[67]

Las ecuaciones de movimiento quedan expresadas como:

d2x

dτ2
+ (ax + 2qxcos(2τ))x = 0 (2.5)

d2y

dτ2
+ (ay + 2qycos(2τ))y = 0
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Donde los parámetros a y q (parámetros Mathieu) de dependen de la relación m/z del

ión, de las condiciones experimentales (U,V y ω), y se definen de la siguiente manera:

ax = −ay =
4eU

mr20ω
2

qx = −qy =
2eV

mr20ω
2

τ =
ωt

2
(2.6)

Aśı, para unas dadas condiciones de U,V y ω, la trayectoria de iones con una dada

m/z resultará estable en el plano xy, atravesará el cuadrupolo y llegará a la zona de

detección. Para operar un cuadrupolo como analizador, se vaŕıa U y V manteniendo la

relación U/V constante (esta relación determina la resolución del espectrómetro). De

esta manera, a mayores valores de U y V, mayor será la relación m/z de los iones que

atraviesan el cuadrupolo.[67, 70]

El fundamento en el que se basa el funcionamiento del espectrómetro cuadrupolar

aqúı descripto es directamente extrapolable al funcionamiento de multipolos de mayor

orden. Una descripción más detallada acerca del funcionamiento de estos espectrómetros

puede encontrarse en la referencia [73].

2.1.2.2. Trampas Iónicas y Celdas de Colisión

Cuando en un multipolo se disminuye la intensidad del campo continuo (U) en

relación al campo alterno (V) un intervalo cada vez más amplio de relaciones m/z

tendrán trayectorias estables en el plano xy. Las trampas iónicas hacen uso de este

efecto, por lo que operan en ausencia de campo continuo transformándose en “filtros

de banda ancha”. Con el fin de confinar los iones en el eje z, se agregan electrodos de

alta potencia a la entrada y salida del multipolo creando un “pozo” de potencial que

atrapa los iones dentro del éste. Los potenciales de entrada y salida de la trampa iónica

funcionan de forma pulsada y sincronizanda con el resto del experimento, esto permite

cargar iones dentro de la trampa, confinarlos por el tiempo deseado y vaciar la trampa

en etapas sucesivas según el experimento lo requiera.

Si dentro de las trampas iónicas se agrega una pequeña cantidad de gas no reac-

tivo (generalmente se utilizan gases nobles como He o Ar), éstas pueden operar como

celdas de colisión, ya sea para termalizar los iones o para inducir su fragmentación. Una
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aplicación particularmente interesante de las celdas de termalización es que pueden uti-

lizarse para “enfriar” los modos internos del ion, si el gas inerte es enfriado mediante

la utilización de un criostato. Esta aplicación de las celdas de termalización se convir-

tió en un hito de la espectroscoṕıa moderna, dado que permite obtener temperaturas

vibro-rotacionales de unos pocos K.[74] Por otro lado, para inducir el proceso de frag-

mentación, además del agregado del gas inerte, se debe ajustar el potencial RF para

generar colisiones lo suficientemente energéticas para producir la fragmentación del ión

inducida por colisiones (CID, del inglés “Collision Induced Dissociation”).

2.1.3. Trampa Iónica Cuadrupolar Tridimensional

Las trampas ionicas cuadrupolares tridimensionales o “QIT” (del inglés “quadrupole

ion trap”) deben su nombre a que la geometŕıa del arreglo de electrodos puede visuali-

zarse como, el sólido de revolución que surge de rotar 360◦ la sección transversal de un

cuadrupolo lineal. Este tipo de trampas tridimensionales están constituidas por un par

de electrodos hiperbólicos, que comúnmente se denominan “end caps” o “tapas” de la

trampa, y un electrodo en forma de anillo que remplaza uno de los pares de electrodos

del cuadrupolo lineal, en la Figura 2.4a se esquematiza una QIT. Al igual que en el

Figura 2.4: (a)Gráfico esquemático los electrodos de una QIT. (b) Trayectroria de los
iones bajo el campo eléctrico de una QIT, la simulación se extrajo de la referencia [75]

caso de los multipolos lineales, se aplica un potencial eléctrico con una componente DC

(U) y otra AC (V). En este caso, los dos electrodos “end caps” están conectados entre
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śı como ocurre con los electrodos enfrentados del cuadrupolo lineal, y el anillo se conecta

independientemente. En este tipo de espectrómetro se pueden producir trayectorias es-

tables para iones de una dada relación m/z (o intervalo de m/z ) según los parámetros

experimentales U, V, ω y Ω (donde ω y Ω corresponden a la frecuencia del campo RF

de los electrodos hiperbólicos y del anillo respectivamente). Los iones cuyas trayecto-

rias no sean estables, colisionaran con los electrodos o serán expulsados aleatoriamente

de la trampa.[76] En la Figura 2.4b se muestra el resultado de las simulaciones de las

trayectorias obtenidas a través de la integración de las ecuaciones de movimiento para

iones bajo el campo generado en una QIT,[75] dicha imagen ayuda a la visualización del

movimiento de los iones, en ésta puede observarse que el movimiento complejo se puede

caracterizar por dos oscilaciones periódicas en el plano del anillo y en el eje z.

Una vez que los iones están dentro de la QIT, ésta puede utilizarse como un analiza-

dor de masas o como una trampa ionica ya sea, para inducir procesos de fragmentación

(por colisiones, impacto electrónico o absorción de fotones) o termalización colisional.

Existen diversos modos en los que la QIT puede utilizarse como un analizador de

masas, entre los que pueden mencionarse:

· Modo de selectividad de iones por estabilidad. En este modo de operación se selec-

cionan parámetro experimentales (U, V, ω y Ω) para aislar una única m/z, luego

dichos iones se eyectan de la trampa por la aplicación de un campo pulsado en una

de las “end caps” de forma tal que impacten en el detector situado a la salida de la

trampa. Este modo de operación es muy lento debido a que para obtener el espectro

de masas completo, se debe repetir la operación para cada m/z .

· Modo de selectividad de iones por inestabilidad. En este caso, todo el intervalo de

m/z de interés es almacenado en la QIT, luego se anula el potencial de los “end

caps” y se barre el potencial de radiofrecuencias (V) aplicado al anillo, esto produce

la eyección secuencial de iones según su relación m/z . Luego, puede relacionarse

el valor del potencial V al cual un ión es eyectado con su m/z a partir de los

parámetros de Mathieu para la trampa.[67]

· Eyección resonante. En una trampa ideal, el movimiento de los iones en el plano

radial (plano del anillo) y el plano axial (plano que contiene a ambos electrodos

hiperbólicos) pueden considerarse mutuamente independientes, cada uno con una

frecuencia caracteŕıstica asociada a la relación m/z del ión. La aplicación de un
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campo RF con una frecuencia resonante a la del moviemiento axial de los iones

produce la eyección de éstos. En este modo de operación, al igual que en el anterior,

todo el intervalo de m/z de interés se confina en la trampa y luego se obtiene le

espectro de masas mediante el barrido de la frecuencia del campo (V) aplicado a

los electrodos hiperbólicos.

En el caso de que la QIT se emplee como una trampa de iones, se pueden almacenar

dentro de ésta un ión con una dada m/z o un intervalo de m/z . Luego del tiempo

necesario para llevar a cabo el proceso de interés (por ejemplo fragmentación con un

láser UV, o termailzación colisional) los iones contenidos pueden ser analizados en la

misma trampa, o pueden ser eyectados mediante la aplicación de un campo (U) en una

de las “endcaps” y posteriormente analizados en una segundo espectrómetro de masas.

2.1.4. Resonancia Ciclotrónica de Iones con Transformada de Fourier

(FTICR)

El desarrollo de la resonancia cilcotrónica de iones con transformada de Fourier

FTICR (del inglés “Fourier transform ion cyclotron resonance”) constituye uno de los

hitos en cuanto al estado del arte de la espectrometŕıa de masas, en lo que respecta a re-

solución espectral,[77] capacidades anaĺıticas[66] y potencialidad para realizar sucesivos

eventos de MS/MS.[70]

El principio del funcionamiento este tipo de espectrometŕıa se puede resumir como

sigue. Un ion con velocidad v, que entra en un campo magnético homogéneo B perpen-

dicular al desplazamiento original del ión, describirá una trayectoria circular de radio

rm debido a las fuerzas de Lorentz tal que:

rm =
mv

qB
siendo q = ze (2.7)

Sustituyendo v = rmω, se puede obtener la velocidad angular del ión

ω =
qB

m
(2.8)

De donde se observa que la velocidad angular del ión es función de su relación m/z y
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del campo magnético aplicado, e independiente de la velocidad tangencial v original. La

aplicación de un campo eléctrico AC transversal al movimiento de ión con una frecuencia

resonante con la frecuencia ciclotrónica del ión (f = ω
2π ), produce una gran aceleración

de éste y por tanto un aumento del radio de giro, dando como resultado un movimiento

en forma de espiral, tal como se observa en la Figura 2.5.[78] Para iones más livianos la

espiral alcanza el mismo radio en menos ciclos que para los iones más pesados, debido a

que necesitan menos enerǵıa para incrementar su velocidad.

Figura 2.5: Imagen tomada de la cita [67]. Movimiento de iones (a) en un campo
magnético homogéneo, el radio de la circunferencia es función de la velocidad, pero no
la frecuencia (b) en un campo magnético homogéneo y la aplicación de una excitación
con un campo eléctrico alterno en resonancia con la frecuencia ciclotrónica de los iones,
bajo estas circunstancias los iones describen un movimiento en forma de espiral.

En los espectrómetros FTICR modernos, el proceso de detección es un evento no

destructivo y se basa en la medición de la carga imagen que generan los iones al moverse

cerca de un electrodo. Los paquetes de iones, separados según su relación m/z por la

excitación producida por el campo alterno, al “girar” en las proximidades de un par de

electrodos detectores a su frecuencia ciclotrónica caracteŕıstica, producen una respuesta

de corriente en el tiempo (FID del inglés “free induction decay”) que puede convertirse

al dominio de las frecuencias mediante una transformada de Fourier. Finalmente las

frecuencias obtenidas están relacionadas con la velocidad angular de los iones y ésta con

su m/z según la Ecuación 2.8.[78] En la Figura 2.6 se esquematiza la composición y

el funcionamiento de una celda de espectrometŕıa FTICR, la que está constituida por

cuatro “paredes” que sirven de electrodos, dos de ellos son responsables de la excitación

mediante el campo alterno y el otro par es responsable de la detección. En una primera

instancia todos los iones aislados en la celda son excitados mediante un campo RF, éste

se conoce como “chirp” y consiste en un “paquete” de frecuencias que excita a todos los

iones en el intervalo de m/z de interés.[79] Luego de producirse la excitación se registra

el decaimiento de corriente producido en el par de electrodos detectores durante un
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Figura 2.6: Imagen tomada de la cita [67]. Esquema de la sección transversal de una
celda de ICR donde se observan los electrodos de excitación y detección. Secuencia de
(a) excitación y (b) detección en un espectrómetro FTICR

periodo de tiempo que puede variar entre 0,5 y 30 segundos. Finalmente se obtiene el

espectro de masas a partir de la transformada de Fourier de la señal y la aplicación de

la Ecuación 2.8.[80]

2.2. Vaporización de muestras

Como se mencionó al comienzo de la Sección 2.1, el primer paso a cumplirse dentro

del esquema experimental de un espectrómetro de masa es la vaporización e introducción

de la muestra. En esta sección describiremos los fundamentos del funcionamiento de los

diversos métodos de vaporización utilizados durante el desarrollo de la tesis.

2.2.1. Electrospray

La ionización por electrospray (ESI, del inglés “electrospy ionization”) es una técni-

ca de vaporización e ionización suave, que opera a presión ambiente y que se utiliza para

transferir analitos de interés desde la fase ĺıquida a la fase gaseosa. La fuente ESI debe

su gran éxito en diversas aplicaciones de espectrometŕıa de masas a que, es una de las

pocas fuentes de vaporización lo suficientemente flexible como para ser utilizada para

vaporizar desde analitos orgánicos e inorgánicos comunes, hasta complejos metálicos y

moléculas grandes (biomoléculas) poco volátiles y térmicamente lábiles.[81, 82] En el

desarrollo de esta tesis, se utilizaron las fuente ESI para vaporizar muestras ĺıquidas de

bases de ADN y mezclas de dichas bases con sales de Ag+.
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En ESI una solución electroĺıtica del analito de interés, en concentraciones que

pueden ir desde los micro a los mili molar es pulverizada desde un capilar por la acción de

un campo eléctrico. De esta forma se produce un roćıo formado por gotas micrométricas

cargadas eléctricamente, estas gotas reducen su volumen debido a la evaporación de

solvente. Como esta fuente no opera en vaćıo, las colisiones con el gas circundante proveen

la enerǵıa necesaria para iniciar el proceso de desolvatación, lo que produce un aumento

de la densidad de carga superficial que eventualmente lleva a la destrucción de las gotas.

La repetición de este proceso de desolvatación y fragmenteación de las gotas da como

resultado iones aislados en fase gaseosa.[67]

2.2.1.1. Diseño Básico

En la Figura 2.7 se esquematiza el diseño básico de una fuente ESI y su modo de

operación puede describirse brevemente como sigue.[82] La disolución del analito de in-

terés es introducida a través de una jeringa con una aguja hipodérmica a una velocidad

de algunos microlitros por minutos. La aguja se mantiene a un potencial de entre 3 y 4

kV con respecto a un electrodo ciĺındrico que la rodea. El aerosol generado, se expande

contra una corriente de nitrógeno seco que sirve para iniciar el proceso de evaporación

de solvente en las gotas. Una porción del roćıo entra por un pequeño capilar (aproxi-

madamente 0,2 mm de diámetro interno y 60 mm de largo) que sirve de interfase hacia

la primera etapa de vaćıo donde ocurre el proceso de evaporación del solvente. Luego,

un colimador tronco cónico sirve como segunda interfase a la región de alto vaćıo, las

especies ionicas son introducidas mediante lentes electroestáticas en una primer etapa

de análisis de masas, que suele consistir en un multipolo lineal dado que permite ope-

rar a presiones moderadas y generar paquetes de iones (Sección 2.1.2) para posteriores

análisis MS/MS. Para maximizar la eficiencia de la transferencia de los iones se pueden

ajustar los potenciales aplicados al capilar, el colimador y las lentes electroestáticas.

Comúnmente en las aplicaciones comerciales de ESI el módulo que contiene el capi-

lar pueda termalizarse entre 300 y 400 K para mejora el proceso de evaporación del

solvente.[67]
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Figura 2.7: Diseño Básico de un ESI

2.2.1.2. Generación de Iones Aislados en Fase Gaseosa

El mecanismo de la generación de iones aislados en fase gaseosa mediante una fuente

ESI puede dividirse a grandes rasgos en tres etapas, primero la formación de un roćıo,

luego la reducción del tamaño de estas gotas y por último la “liberación” de los iones a

partir de las gotas. La Figura 2.8a pretende esquematizar los procesos que tienen lugar

a lo largo de este mecanismo.[67] El capilar se mantiene a unos 3-4 kV respecto a un

segundo electrodo situado a unos poco cent́ımetros, por lo que cuando el electrolito llega

al extremo del capilar éste se expone a un campo eléctrico de alrededor de 106 V m−1, que

produce la separación de cargas en el electrolito y una deformación del menisco en forma

de cono, denominado cono de Taylor.[83] El campo eléctrico produce deformaciones en

el extremo del cono de Taylor en forma de óvalos, cuando la repulsión entre cargas

contrarresta la tensión superficial, éste comienza a eyectar un “jet” de liquido en forma

de vórtice, que se expande en dirección al electrodo de carga opuesta.[84] Este “jet”

posee una gran cantidad iones de igual carga (su signo depende del modo de operación

del ESI) por lo que se fragmenta en finas gotas que a la vez se repelen entre si por

interacciones coulómbicas. Este proceso da como resultado un roćıo de gotas cargadas

eléctricamente. En la Figura 2.8b se muestra una fotograf́ıa de un ESI en funcionamiento

donde se puede distinguir claramente la formación del cono de Taylor, el “jet” y el roćıo

formado.
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Figura 2.8: Imagen tomada de la cita [67]. (a) Diagrama esquemático del proceso de
formación de iones en fase gaseosa mediante un ESI donde se distingue la formación del
cono de Taylor entre dos electrodos, la posterior eyección de gotas debido a la intensidad
del campo eléctrico y finalmente la evaporación del solvente para dar como producto
iones aislados. (b) Fotograf́ıa de un ESI en funcionamiento.

Luego las gotas formadas por el mecanismo anteriormente descrito, son susceptibles

a evaporar solvente ya sea por efecto de calentamiento en el módulo que contiene el

capilar, o por colisiones con el nitrógeno seco. Sea cual fuese la causa, la evaporación

de solvente aumenta la densidad de carga que contiene dicha gota. El proceso final de

liberación de los iones aún se encuentra en discusión. Uno de los modelos más aceptados

propone que las gotas sufren sucesivos procesos de explosiones Coulombicas, que dan

como resultado la desolvatación total de los iones.[67] Sin embargo, más recientemente

se ha propuesto que el mecanismo de liberación de los iones consiste en una eyección

continua de material desde la gota altamente cargada, (de forma análoga al proceso

inicial que ocurre en le cono de Taylor) debido a la forma irregular que el campo eléctrico
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produce en las gotas, esta hipótesis se encuentra en la literatura bajo el nombre de

“droplet jet fission”.[85]

2.2.2. Vaporización Láser

Durante el desarrollo de la tesis, se emplearon las fuentes de radiación láser pa-

ra producir la vaporización de muestras sólidas, de altos puntos de fusión y labilidad

térmica. En esta sección se describen brevemente los fundamentos que subyacen a éste

método.

Sin lugar a duda la aparición del primer láser en 1960 [86] constituye un hito históri-

co que revolucionó diversas áreas de la ciencia y la tecnoloǵıa. Entre los primeros experi-

mentos que se realizaron utilizando este tipo de fuentes de radiación electromagnética se

encuentra el estudio de la interacción del láser con superficies sólidas, que conduce a la

eyección de part́ıculas y fotones.[87] Los mecanismos por los cuales ocurren los fenómenos

conocidos genéricamente como desorción y ablación láser son extremadamente complejos

y aún hoy se encuentran en discusión. En ĺıneas generales, la enerǵıa electromagnética del

haz láser incidente sobre el sólido se transforma en enerǵıa electrónica, térmica, qúımica

y mecánica, dando lugar a la emisión de part́ıculas desde la fase sólida a la gaseosa.

El término desorción láser se utiliza cuando la emisión de part́ıculas tiene lugar

sin una alteración macroscópica en la composición o estructura de la superficie sólida,

además las part́ıculas eyectadas a la fase gaseosa reproduce en buena medida la com-

posición del sólido, permitiendo la vaporización de moléculas intactas. En cambio la

ablación láser es un proceso mucho más energético, acompañado por el desarrollo de al-

tas temperaturas y la formación de cráteres en la superficie, además se caracteriza por la

generación de un plasma compuesto por átomos, iones, part́ıculas, fotones y electrones,

llamado comúnmente pluma de ablación.[69]

2.2.2.1. Generalidades del Mecanismo

La descripción detallada de los procesos involucrados en la dinámica de la ablación y

desorción láser ha sido objetivo de numerosas investigaciones, pero su gran complejidad

y variabilidad con las condiciones en que se estudia, han conducido a diferencias no poco

sutiles en su tratamiento según el autor que se consulte. La complejidad de la naturaleza
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de la pluma de ablación está determinada principalmente por aspectos dinámicos relacio-

nados con la evolución temporal del material componente del plasma, la composición y

distribución angular de las especies presentes y la posibilidad de agregación, disociación,

emisión o absorción de radiación, o incluso la reactividad entre especies eyectadas.[88]

Sin embargo, la mayoŕıa de los trabajos publicados destacan la influencia de dos

aspectos fundamentales, las caracteŕısticas de la radiación incidente (longitud de onda,

densidad de potencia y duración del pulso) y la conductividad térmica del material.

De modo general el proceso de vaporización láser se puede describir a través de

dos mecanismos llamados térmico y fotoqúımico. Debe recalcarse que la descripción de

estos mecanismos corresponde a situaciones extremas ideales. En condiciones normales

generalmente ambos mecanismos ocurren simultáneamente siendo posible que uno prime

frente al otro según las condiciones experimentales de trabajo.

· Mecanismo térmico. Este comportamiento se caracteriza por el hecho de que la enerǵıa

electromagnética del haz incidente produce la excitación electrónica de los átomos o

moléculas que constituyen la muestra sólida. Esta enerǵıa inicialmente depositada en

forma de excitación electrónica posteriormente es transferida a los estados vibracionales

de la red, generando un aumento local de la temperatura, que conduce a la vaporización

del material y a la emisión térmica de part́ıculas desde la superficie. En este caso, la

temperatura máxima alcanzada localmente es proporcional a la potencia absorbida por

unidad de área.[89] En este proceso, la presión de vapor de la zona irradiada es suficiente

para que ocurra la vaporización de la muestra, por lo que las part́ıculas son emitidas

desde la superficie con enerǵıas cinéticas determinadas por la distribución estad́ıstica de

Maxwell-Boltzmann.

· Mecanismo fotoqúımico. En este caso, la emisión de átomos o moléculas desde la super-

ficie se debe a la ruptura fotoqúımica de enlace. Esto ocurre cuando la enerǵıa incidente

provista por el haz láser se acumula en estados antienlazantes de la muestra. El exceso

de enerǵıa, respecto a la necesaria para producir la ruptura fotoqúımica, se disipa en

forma de enerǵıa cinética y enerǵıa interna de las part́ıculas emitidas.
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2.3. Expansiones Supersónicas

Las expansiones supersónicas son una técnica de enfriamiento de los modos internos

de una molécula que se utiliza con fines espectroscópicos. Durante el desarrollo de esta

tesis las expansiones supersónicas se emplearon para producir el enfriamiento de los

productos de la vaporización láser, e introducir dichos productos en un espectrómetro

de masas. Además se emplearon para co-expandir moléculas orgánicas de baja presión

de vapor junto con la vaporización láser. Es por esto que en esta sección incluimos

una breve descripción de los fundamentos fisicoqúımicos del funcionamiento de esta

técnica. Es importante remarcar que no es la finalidad de esta sección llevar a cabo una

descripción pormenorizada de la termodinámica de las expansiones supersónicas, de ser

necesario el lector puede referirse a bibliograf́ıa especializada citada en [90].

Un “jet” libre se produce mediante la expansión de un gas a presión moderadamente

alta (entre 0,5 y 100 atm) a través de un pequeño orificio o tobera (“nozzle”) en una

región de alto vaćıo. Comúnmente se define dicho “jet” como expansión supersónica

debido a que la velocidad de éste es caracteŕısticamente superior a la velocidad del

sonido.[69] Desde el punto de vista molecular, se considera que la expansión supersónica

es un evento que monocromatiza la velocidad del gas, convirtiendo el movimiento térmico

al azar presente en el reservorio, en un movimiento unidireccional en frente a la tobera

(Figura 2.9a).[91]

Las expansiones supersónicas comenzaron a utilizarse en el campo de la espectros-

coṕıa debido a que permiten subsanar tres dificultades esenciales que aparecen a la hora

de realizar estudios espectroscópicos de alta resolución. La primera consiste en obtener el

sistema de interés en un único estado cuántico, la segunda, minimizar el efecto Doppler

y por último, mantener la densidad del sistema lo suficientemente baja como para poder

despreciar el efecto de las interacciones intermoleculares con el entorno.[90]

2.3.1. Breve Descripción del Proceso

Como se mencionó al principio de la sección, una expansión supersónica se obtiene

expandiendo un gas almacenado en una cámara sometido a condiciones de presión p0 y

temperatura T0, a través de una tobera de diámetro D, hacia una cámara de vaćıo que

se encuentra a una presión p muy inferior a p0. Cuando el régimen de flujo adquirido por
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Figura 2.9: (a) Imagen tomada de la cita [90]. Diagrama cualitativo donde se mues-
tra que el proceso de la expansión supersónica convierte el movimiento térmico al azar
presente en el reservorio, en un movimiento unidireccional en frente a la tobera. Au-
mentando la velocidad de flujo total, pero disminuyendo la distribución de velocidades
presentes en el gas. (b) Imagen tomada de la cita [69]. Espectros de fluorescencia del
I2 (B←X), en el panel superior se muestra el espectro a temperatura ambiente, mien-
tras que en el panel inferior el obtenido a partir de un expansión supersónica de una
mezcla He-I2. Puede verse claramente la simplificación del espectro obtenido debido al
enfriamiento logrado por la implementación de la expansión supersónica.

el gas es hidrodinámico [69] (caracterizado por un numero de Kudsen Kn0 = λ
D << 1

donde λ corresponde al recorrido libre medio del gas) la expansión tiene lugar de for-

ma tan rápida que puede considerarse que ocurre sin intercambio de enerǵıa entre las

moléculas del gas y las paredes de la tobera, aśı la expansión obtenida es adiabática.[92]

Bajo estas condiciones, en el transcurso de una expansión supersónica ocurren una gran

cantidad de colisiones dentro de la tobera y en la región subyacente a ésta, que produce

una gran disminución de la temperatura translacional del gas portador, generalmente

un gas noble, a valores que rondan las décimas de grados Kelvin. El agregado de un

analito de interés al “baño frio” que provee el gas portador, produce un gran enfria-

miento de todos los grados de libertad de dicha molécula mediada por colisiones entre

dos y tres cuerpos. A modo de ejemplo en la Figura 2.9b se muestran el espectros de

fluorescencia del I2 (B←X), en el panel superior el espectro a temperatura ambiente,
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mientras que en el panel inferior el obtenido a partir de un expansión supersónica de una

mezcla He-I2. Puede verse claramente la simplificación del espectro obtenido debido al

enfriamiento logrado por la implementación de la expansión supersónica. Por otro lado

la rápida disminución de la densidad a lo largo del eje de expansión lleva al sistema de

interés a un régimen libre de colisiones, permitiendo minimizar los efectos de las interac-

ciones intermoleculares que enmascaran la estructura fina en estudios espectroscópicos

en fase condensada e incluso en fase gaseosa convencional. Además posibilita el estudio

de sistemas inestables, tales como agregados moleculares que se mantienen unidos por

interacciones no covalentes débiles, que prevalecen debido a la ausencia de colisiones y

a la baja temperatura.[92]

2.4. Espectroscoṕıa

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se estudiaron tanto sistemas neutros

como iónicos, lo que implicó la utilización de diversas técnicas espectroscópicas. Para

el estudio de sistemas neutros se utilizó la espectroscoṕıa de ionización multifotónica

resonante, mientras que para el estudio de sistemas iónicos, se emplearon tanto la espec-

troscoṕıa de disociación multifotónica IR, como la espectroscoṕıa de fragemntación UV.

En la presente sección se describen los fundamentos fisicoqúımicos que involucra cada

una de ellas.

2.4.1. Espectroscoṕıa de ionización multifotónica resonante

Durante el desarrollo de esta tesis, se utilizó la espectroscoṕıa de ionización mul-

tifotónica resonante (REMPI, del inglés “Resonant enhanced multiphoton ionization”)

para el estudio de sistemas neutros generados por vaporización láser acoplada a expan-

siones supersónicas. Esta técnica permite obtener información experimental acerca de

los estados roto-vibracionales de un estado electrónico excitado y también brinda in-

formación de la dinámica del mismo. El fundamento de esta técnica puede explicarse

brevemente como sigue:

Una molécula o átomo que se encuentra en el estado fundamental (S0) e interacciona

con un campo electromagnético, puede ser ionizada si la enerǵıa de los fotones es igual

o mayor que el potencial de ionización (PI) de dicha molécula o átomo. La probabilidad
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asociada con el proceso de ionización Pi es proporcional al momento de transición entre

los estados involucrados:[93]

Pi = σφ (2.9)

Donde φ es la fluencia de fotones y σ es la sección eficaz de absorción. En el caso de que

la enerǵıa de los fotones involucrados sea menor al PI la ionización puede completarse

mediante la absorción simultánea de dos o más fotones, proceso conocido como ioniza-

ción multifotónica (MPI, del inglés “multi photon ionization”),[94] la cual sólo puede

tener lugar mediante la utilización de fuentes de radiación electromagnéticas de alta

potencia, como es el caso de los láseres pulsados. Sin embargo, la ionización a través de

un mecanismo MPI es muy poco probable, debido a que la sección eficaz de absorción

multifotónica no resonante disminuye enormemente a medida que aumenta el número

de fotones involucrados,[95] aśı la sección eficaz de absorción monofotónica es de alrede-

dor de 10−18cm2 y la correspondiente a una transición bifotónica es 10−50cm4s.[96] Si

en cambio el proceso de absorción multifotónica es resonante, es decir, la ionización se

alcanza luego de poblar un estado electrónico intermedio el cual funciona como puerta

para la absorción del segundo fotón, la probabilidad de ionización se amplifica varios

órdenes de magnitud respecto a la ionización MPI. Aśı, la metodoloǵıa basada en dicho

incremento de la probabilidad de ionización se denomina “ionización multifotónica reso-

nante” (REMPI). En la Figura 2.10a se esquematiza la diferencia entre los mecanismo

de ionización MPI y REMPI.

El proceso REMPI procede a través de un mecanismo de dos etapas. En la primera

se produce la absorción de un fotón cuya enerǵıa es hν1 es resonante con un estado roto-

vibracional de un estado electrónico excitado del átomo o molécula. En una segunda

etapa se absorbe un segundo fotón (hν2) desde el estado excitado poblado en la primer

etapa, proceso que conduce a la ionización del sistema (Véase Figura 2.10a). Los fotones

involucrados en la primera y la segunda etapa pueden o no ser de la misma enerǵıa.

En el panel b de la Figura 2.10 se esquematiza la forma en que el principio de

absorción mutifotónica resonante se aplica para la obtención de un espectro REMPI.

Con una fuente láser sintonizable se vaŕıa la longitud de onda de excitación, cuando

ésta es resonante con la transición a un estado roto-vibracional del estado electrónico
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Figura 2.10: (a) Esquema de la diferencia entre el proceso de ionización multifotónica
(MPI) e ionización multifotónica resonante (REMPI). En MPI la absorción simultánea
de dos (o más) fotones produce la ionización, este proceso es menos probables que la
ionización REMPI, pues en este último la absorción en etapas se ve favorecida por la
población “efectiva”de un estado electrónico excitado. (b) Esquema de la obtención de
un espectro REMPI a partir del acoplamiento de una fuente láser sintonizable y un
espectrómetro de masas.

excitado éste se puebla efectivamente, aumentando la probabilidad de absorción de un

segundo fotón, por tanto la cantidad de iones formados y la intensidad de la señal

producida por los mismos. Puede verse entonces, que en esta técnica espectroscópica no

se registra directamente la absorción del sistema de interés, sino que dicha absorción

se manifiesta como un incremento en la señal de iones de una dada especie, detectada

mediante espectrometŕıa de masas. Está caracteŕıstica es de gran importancia porque

hace a la técnica REMPI “selectiva en masas”.[95]

2.4.2. Espectroscoṕıa de disociación multifotónica infrarroja

Antes de explicar los fundamentos fisicoqúımicos de la espectroscoṕıa de disociación

multifotónica IR (DMIR), cabe recordar, como se mencionó al comienzo de la presente

sección, que durante el desarrollo de esta tesis dicha técnica se utilizó para el estudio de

sistemas iónicos, más espećıficamente, iones aislados mediante espectrometŕıa de masas.

Por lo que en la presente explicación nos referimos a especies iónicas, sin embargo esto

no excluye la utilización de la espectroscoṕıa de DMIR a sistemas neutros.

En la espectroscoṕıa de disociación multifotónica infrarroja (DMIR), la absorción

de múltiples fotones en el rango IR incrementa la enerǵıa almacenada en los modos
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vibacionales de una especie hasta alcanzar el ĺımite de disociación de ésta. La fragmen-

tación observada generalmente no es “estado-espećıfica”, es decir, independientemente

del modo vibracional excitado, la redistribución intramolecular de enerǵıa vibracional

(IVR, por sus siglas en inglés “Intramolecular vibrational energy redistribution”) hace

que la fragmentación del ión siempre ocurra en el canal reactivo de menor enerǵıa de

activación.[70]

Originalmente los primeros experimentos de DMIR se realizaban con láseres de

CO2,[97] lo que restrinǵıa el intervalo del espectro IR a estudiar y por tanto, las especies

susceptibles a ser estudiadas por esta técnica. El advenimiento de fuentes láser sinto-

nizables en intervalos extendidos del espectro IR, como los láseres de electrones libres

[98] y los osciladores paramétricos ópticos (OPO),[99] combinados con espectrómetros

de masas de alta resolución acoplados a trampas iónicas, ha posicionado a la DMIR

a la vanguardia de la determinación estructural de especies complejas en fase gaseosa.

[70, 100]

En la década de los 80 se desarrolló un modelo de los eventos que tienen lugar

durante la excitación multifotónica IR,[101] que eventualmente conduce a la disociación

del ión (o molécula). Este modelo se encuentra esquematizado en la Figura 2.11 y en la

presente sección se describe brevemente el fundamento de la DMIR a partir de éste. De

acuerdo con dicho modelo, el ión, en el transcurso de la excitación vibracional, pasa a

través de tres regiones diferentes definidas según la densidad de estados vibracionales.

En la primera zona (I), de baja enerǵıa vibracional, los niveles son discretos. En esta

zona, la absorción de más de un fotón se ve dificultada debido a que la anarmonicidad

entre niveles vibracionales imposibilita que luego de la primera absorción se mantenga

la resonancia entre, la enerǵıa de los fotones del láser y la diferencia de enerǵıa entre

niveles vibracionales. La segunda zona (II), se denomina región del cuasicontinuo, ésta

se caracteriza por una alta densidad de estados vibracionales tal que el ancho de banda

del láser ∆ω sea mayor que 1
ρ(E) , donde ρ(E) es la densidad de estados vibracionales a

la enerǵıa E. Al cumplirse esta condición, y si la potencia del láser es lo suficientemente

alta, una gran cantidad de fotones pueden ser absorbidos debido a que siempre se cumple

la condición de resonancia entre la enerǵıa del fotón y la diferencia de enerǵıa entre dos

niveles vibracionales. La tercera zona (III) es la del continuo real, y se encuentra por en-

cima de la enerǵıa mı́nima de disociación a partir de la cual es posible la descomposición

unimolecular de un ion excitada vibracionalmente.[101]
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Figura 2.11: Se presenta un diagrama esquemático del modelo de absorción multi-
fotónica que desencadena la fragmentación de un ión, y la obtención de un espectro
de DMIR acoplando un láser IR sintonizable y un sistema de espectrometŕıa de masas.
Brevemente, sólo si la enerǵıa del fotón incidente es resonante con la enerǵıa de un modo
normal de vibración (modo activo) ocurrirá la absorción del primer fotón, y se desen-
cadenará el proceso de abrosrción multifotónico mediante los mecanismos descritos en
la presente sección. De esta forma, la absorción de fotones de enerǵıa hν1 producirán la
fragmentación del ión, dicho proceso es detectado mediante espectrometŕıa de masas,
por el aumento de la intensidad de los iones hijos producidos y la depleción del ión
padre. Para la obtención de un espectro, se vaŕıa la enerǵıa del fotón incidente y se re-
gistra la intensidad del ión padre y los iones hijos como función de hν. Aśı, el espectro
de DMIR se obtiene de graficar la eficiencia de fragmentación vs. hν.

En la zona (I) debido al efecto de la anarmonicidad, sólo la absorción del primer

fotón es resonante con la diferencia de enerǵıa entre niveles vibracionales, por lo que

para “ascender en la escalera de enerǵıa vibracional” otros mecanismos deben operar

para promover la absorción de más de un fotón. Algunos de los mecanismos responsa-

bles de la compensación de la anormonicidad son, (1) el ensanchamiento por potencia,

(2) absorción multifotónica concertada y (3) la compensación rotacional. [102] Los dos

primeros son importantes sólo cuando la potencia de la fuente láser es alta. El tercer

mecanismo es fuertemente dependiente de la presión a la cual ocurre el experimento,

es decir, el corrimiento de la resonancia debido a la anarmonicidad puede compensarse

por la distribución de estados rotacionales poblados. Sin embargo la transición roto-

vibracional lleva a despoblar los estados rotacionales responsables de la compensación

de la anarmonicidad, esto conduce a la generación del conocido “hueco rotacional” en

la distribución de Boltzman. Para que el proceso de compensación rotacional ocurra efi-

cientemente el experimento debe realizarse a presiones suficientemente altas, para que la

distribución poblacional se re establezca por medio de transferencia de enerǵıa colisional,
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proceso conocido como “llenado del hueco rotacional”. En los experimentos realizados

durante la tesis, y como se muestra en el Caṕıtulo 3, la presión en el espectrómetro de

masas donde se produce la DMIR es del orden de 10-9 Torr, por lo que la contribución

del mecanismo de compensación rotacional puede descartarse.

Los mecanismos de compensación de la anarmonicidad en la zona (I) son de fun-

damental importancia para que el proceso de disociación multifotónica tenga lugar,

especialmente en sistemas pequeños y ŕıgidos. Éstos, se caracterizan por poseer un bajo

número de grados de libertad vibracionales con constantes de fuerza grandes asociadas a

dichos modos, lo que conlleva a un “crecimiento lento” de la densidad de estados vibra-

cionales como función de la enerǵıa. Por tanto se requiere de la absorción de multiples

fotones para llevar a estos sistemas a la zona II. Sin embargo, la importancia de los me-

canismos de compensación de la anarmonicidad es mucho menor al aumentar los grados

de libertad del sistema a estudiar, debido a que su densidad de estados será grande a

bajas enerǵıas. Por ejemplo, uno de los sistemas más pequeños estudiados por DMIR en

esta tesis fue el cluster [CAg]+, para el cual, la densidad de estados ρ(E) calculada a

la enerǵıa de absorción del primer fotón en la región del estiramiento C=O (aproxima-

damente 1800 cm-1) es del orden de 105 estados/cm-1, ( 1
ρ(1800cm-1)

= 10−5cm-1/estados)

y el ancho de banda del láser IR ∆ω utilizado es de 5cm-1. Por lo que claramente pa-

ra este sistema, al igual que para el resto de los estudiados en esta tesis, se cumple la

condición ∆ω � 1
ρ(1800cm-1)

, por lo que la absorción del primer fotón lleva al sistema

directamente a la zona (II) de la Figura 2.11. Una vez que el sistema alcanza esta región

de alta densidad de estados, el ascenso por “ la escalera de enerǵıa vibracional” puede

cumplimentarse principalmente por dos mecanismo. Por un lado, el modo activo (que

absorbió la radiación) puede acoplarse con el “baño de estados” de la molécula, aśı la

enerǵıa se distribuye en todos los modos por IVR, el modo activo se despuebla y se

posibilita la subsiguiente absorción de fotones desde el mismo modo. Por otro lado y

como ya se mencionó anteriormente, cuando se cumple que ∆ω � 1
ρ(E) la absorción

multifotónica también se ve favorecida, debido a que siempre se cumple la condición de

resonancia con la enerǵıa de alguno de los fotones que forman el pulso láser. [70]

La implementación espectroscópica de la DMIR utilizada en esta tesis consiste en

el acoplamiento de una fuente láser IR sintonizable de alta potencia, con un sistema

de espectrometŕıa de masas que permite la aislación de un ión de interés, la irradiación

de este con la fuente IR, por tiempos que pueden variarse desde los 100 ms a 5 s, y
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finalmente la detección de las especies producidas. En la Figura 2.11 se esquematizan

los procesos que ocurren en la implementación de la espectroscoṕıa de DMIR empleada.

Un ión aislado en un espectrómetro de masas es irradiado mediante la fuente láser IR

sintonizable. Sólo si la enerǵıa del fotón incidente es resonante con la enerǵıa de un

modo normal de vibración (señalado en la Figura 2.11 como modo activo) ocurrirá la

absorción del primer fotón, y se desencadenará el proceso de absorción multifotónico

mediante los mecanismos anteriormente descritos. De esta forma, la absorción de fotones

de enerǵıa hν1 producirán la fragmentación del ión, dicho proceso es detectado mediante

espectrometŕıa de masas por el aumento de la intensidad de los iones hijos producidos y

la depleción del ión padre. Para la obtención de un espectro, se vaŕıa la enerǵıa del fotón

incidente y se registra la intensidad del ión padre y los iones hijos como función de hν.

Este proceso se repite en función de la longitud de onda dentro del intervalo de enerǵıa

de interés. Dicho procedimiento da como resultado un espectro de masas para cada

longitud de onda, mediante los cuales se calcula la eficiencia de fragmentación (Y (hν))

como se indica en la Ecuación 2.10, donde Ipadre(hν) y Ifragmento(hν) corresponden a la

intensidad del ion padre y de los fragmentos respectivamente como función de la longitud

de onda. Aśı, un gráfico de Y (hν) vs. hν da información análoga a la espectroscoṕıa de

absorción IR, es decir la enerǵıa de los modos normales de vibración. La identificación de

los productos de fragmentación observados también es muy valiosa en la caracterización

de sistemas complejos.

Y (hν) = −ln(
Ipadre(hν)

Ipadre(hν) +
∑
Ifragmentos(hν))

(2.10)

Cabe recalcar que, para llevar a cabo una asignación estructural, generalmente se

compara el espectro de DMIR con la simulación del espectro de absorción IR obtenido

mediante cálculos ab-initio. En este punto, no hay que perder de vista que los dos espec-

tros comparados, el de absorción monofotónica IR y el de disociación multifotónica, son

de naturaleza diferente. Por lo que las bandas pueden diferir ligeramente en su posición

y ancho debido a la absorción desde estados cuánticos resultantes de combinación de

modos. Además es común que las intensidades observadas experimentalmente difieran

respecto a las simulaciones de los espectros de absorción IR monofotónicos, ésto puede

ocurrir por varias razones. (1) La absorción del primer fotón es suficiente para activar

un proceso reactivo (por ejemplo tautomerización), es de esperarse que la intensidad
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de la banda de fragmentación correspondiente a la absorción por el grupo modificado

qúımicamente se vea disminuida en comparación con la banda de absorción IR obte-

nida mediante simulaciones. (2) El proceso de IVR no es lo suficientemente eficiente,

(3) la enerǵıa de disociación es demasiado grande y el ĺımite de disociación no puede

alcanzarse.

2.4.3. Espectroscoṕıa de Fragmentación UV

Como se discutió al comienzo de esta sección y al igual que la espectroscoṕıa de

DMIR, la espectroscoṕıa de fragmentación UV (FUV) se utilizó, durante el desarrollo

de esta tesis, para el estudio de sistemas iónicos.

La espectroscoṕıa REMPI es muy poderosa debido a que permite estudiar el pro-

ceso de absorción UV y proveer información, tanto de los estados vibracionales como de

la dinámica del estado electrónico excitado, con la ventaja frente a otras técnicas de ser

“selectiva en masas”. Sin embargo, el hecho de que ésta se base en la ionización de la

especie de interés, plantea un limitación intŕınseca de la técnica. Los potenciales para

la segunda ionización de las especies ióncas son demasiado grandes para que el proceso

de fotoionización ocurra mediante la absorción de radiación UV, por lo que el esquema

REMPI no puede aplicarse para estudiar dichos sistemas. Es por esto que se utilizó la

espectroscoṕıa FUV, debido a que permite estudiar sistemas iónicos, brindando infor-

mación “selectiva en masas” acerca de los estados vibracionales del estado electrónico

excitado y de la dinámica de éste.

Antes de comenzar a describir brevemente el fundamento de la espectroscoṕıa de

FUV, cabe recalcar que la implementación experimental empleada durante el desarrollo

de la tesis (descrita en el Caṕıtulo 3), para el estudio de la espectroscoṕıa de iónes frios

seleccionados y detectados por espectrometŕıa de masas, es relativamente nueva, siendo

Thomas Rizzo [74] quien en el año 2006 presentó por primera vez la implementación de

este esquema experimental para el estudio de aminoácidos protonados a temperaturas

de alrededor de 10 K.

El esquema de los procesos involucrados en la espectroscoṕıa FUV se resumen en la

Figura 2.12. La FUV tiene aspectos similares a las dos primeras técnicas espectroscópi-

cas descritas en este caṕıtulo, de forma análoga a la DMIR, es una espectroscoṕıa de
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Figura 2.12: Diagrama esquemático del proceso de fragmentación por absorción UV.
El proceso de excitación ocurre eficientemente cuando la enerǵıa de irradiación es reso-
nante con una transición a un estado vibracional del estado electrónico excitado. Luego
más de un mecanismo puede operar, pero es de esperar que una fracción de las molécu-
las excitadas se fragmenten. Los productos son registrados mediante espectrometŕıa de
masas y el espectro de FUV se obtiene de graficar la intensidad de los fotofragmentos
vs. Enerǵıa del fotón.

acción en la cual se infiere la absorción de radiación UV a partir de la fotofragemtación

sufrida por un ión aislado, que se manifiesta en la detección, mediante espectrometŕıa

de masas, de los fotofragmentos producidos. A diferencia de la DMIR, el proceso de

fragmentación se inicia mediante la absorción de un fotón en el rango UV/VIS que pro-

duce la excitación electrónica de la molécula, al igual que en la espectroscoṕıa REMPI.

Una vez en el estado electrónico excitado, el ión puede disipar el exceso de enerǵıa por

mecanismos radiativos y/o no radiativos, o absorber un segundo fotón como en el caso

de REMPI. Como ya se discutió, es de esperarse que el potencial para la segunda ioniza-

ción de un ión no pueda alcanzarse mediante absorción UV, por lo que puede descartarse

el proceso de fotoionización. Por tanto, los dos mecanismos principales a considerarse

son el decaimiento radiativo y el no radiativo. El decaimiento radiativo puede o no dar
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lugar a fragmentación dependiendo si el proceso de disipación de enerǵıa lleva o no al

sistema al estado electrónico fundamental, y del exceso de enerǵıa vibracional remanente

en éste. El panorama de los mecanismos no radiativos que pueden ocurrir una vez que

el sistema es promovido a un estado electrónico excitado puede ser muy complejo, y de-

penderá fuertemente de cada especie estudiada. Sin embargo, en ĺıneas generales puede

esperarse que de forma directa o indirecta (es decir, a través de otros estados electróni-

cos), el sistema decaiga al estado fundamental por conversión interna. Esto transforma

la enerǵıa electrónica en un gran exceso de enerǵıa depositada en los modos vibraciona-

les del ión, recordemos que un fotón de 310 nm tiene una enerǵıa de 4 eV o alrededor

de 390 kJ/mol. Si duda este exceso de enerǵıa vibracional es suficiente para producir la

fragmentación del ión.

Cuando la fragmentación ocurre en el estado electrónico fundamental, el exceso de

enerǵıa vibracional es muy grande, lo que conduce a una rápida redistribución de la

enerǵıa en los grados de libertad del sistema, por lo que el proceso de disociación es

“estadistico”. Entonces es de esperarse que los canales de disociación y sus rendimien-

tos cuánticos relativos sean comparables con los obtenidos a partir de la disociación

inducida por colisiones “CID”. Por otro lado, si la fragmentación ocurre en el estado

electrónico excitado, es posible observar selectividad en la fragmentación en función del

modo vibracional y el estado electrónico excitado. De esta forma se puede inferir si la

fragmentación ocurre en el estado electrónico fundamental, comparando los productos

y los rendimientos cuánticos de fragmentación, con los obtenidos por CID.

Sea cual fuera el proceso que sufra el ión, una vez excitado, no hay que perder de

vista que sólo se poblará el estado excitado cuando la longitud de onda de irradiación

sea resonante con la enerǵıa de una transición vibro-electrónica. Por lo que, al registrar

la intensidad de los fotofragmentos, mediante espectrometŕıa de masas, en función de

la longitud de onda del láser, se obtiene un espectro que da información de la enerǵıa

de los estados vibracionales del estado electrónico excitado. Del cual además, se puede

inferir el tiempo de vida de dicho estado, debido a que éste está relacionado con el ancho

de las bandas (FWHM) mediante el principio de incertidumbre de Heisenberg a partrir

de la Ecuación 2.11.

FWHM(cm−1) = (2cπτ)−1 =
5,3×10−12

τ(s)
(2.11)
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Con el ancho de banda a media altura (FWHM) de los picos vibracionales en (cm-1)

y el tiempo de vida τ en segundos. Esta aproximación es válida si puede asumirse que

el ensanchamiento vibracional está dado únicamente por el tiempo de vida del estado

electrónico excitado, y no por efectos de congestión espectral, como contorno rotacional

y/o modos normales de baja frecuencia. A lo largo de este trabajo, para obtener ancho de

banda lorentziano (FWHM) correspondiente al ensanchamiento homogéneo de la banda

independientemente del perfil gaussiano del láser, las bandas se ajustaron a perfiles voigt

de la forma:

V (x) =

∫ ∞
−∞

G(x)L(x)dx (2.12)

Donde la función voigt V(x) es la convolución del perfil gaussiano (G(x)) y el lorentziano

(L(x)).
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En el presente caṕıtulo se describen los sistemas experimentales empleados en el

desarrollo de esta tesis. En la primer sección se describe el sistema utilizado para la

realización de experimentos de espectroscoṕıa REMPI y el estudio de la formación de

agregados iónicos mediante vaporización láser. En la segunda sección, se describe el es-

pectrómetro de masas y el sistema láser empleados para la realización de los experimentos

de fragmentación UV. Por último en la tercer sección, se describe el espectrómetro de

masas y los láseres empleados para la realización de los estudios de disociación multi-

fotrónica IR. Por información acerca del fundamento de estas técnicas espectroscópicas

el lector puede referirse a la Sección 2.4 y a la bibliograf́ıa alĺı citada.

Cabe recalcar que, la cámara empleada para la aplicación de la técnica REMPI,

ya existente en el Instituto de Investigación en Fisicoqúımica Córdoba- Departamento

de Fisicoqúımica de la Facultad de Ciencias Qúımicas-Centro Láser de Ciencias Mole-

culares de la Universidad Nacional de Córdoba (CLCM), fue modificada sensiblemente

durante el desarrollo de esta tesis, por lo que su construcción y puesta a punto se des-

criben con cierto grado de detalle. Por otro lado, los espectrómetros empleados para la

realización de los experimentos de fotofragmentación UV y de disociación multifotónica

infrarroja, se encuentran instalados en los laboratorios de F́ısica de las Interacciones

Iónicas y Moleculares de la Universidad de Aix-Marseille y el Centro Láser IR de Orsay

de la Universidad de Paris-Sud respectivamente. Ni la construcción ni la puesta a punto

de dichos sistemas experimentales fue objeto de este trabajo de tesis, por lo que en las

secciones correspondientes estos sistemas se describen de manera general, con el único

objetivo de facilitar el entendimiento e interpretación de los experimentos realizados.

3.1. Espectroscoṕıa REMPI y Estudio de la Formación de

Agregados Iónicos Mediante Vaporización Láser: Es-

pectrómetro de Masas y Sistema Láser

En la presente sección se describe el sistema experimental empleado para estudiar

la espectroscoṕıa REMPI de agregados neutros de metales con moléculas de interés

biológico, y la generación de este tipo de clusters en estado iónico. En ambos casos

mediante la utilización de una cámara de haces moleculares acoplada a vaporización

láser. Para conducir estos estudios, fue necesario realizar modificaciones a la máquina
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de haces moleculares ya existente en el CLCM, ya que ésta estaba optimizada para el

estudio de cromóforos orgánicos de punto de fusión relativamente bajos. El sistema ex-

perimental originalmente estaba constituido por dos subunidades o sub-cámaras, una

que llamaremos cámara principal, donde se genera el haz molecular acoplando una ex-

pansión supersónica y la ablación láser, y una segunda cámara acoplada en tándem, que

conteńıa un analizador de masas por tiempo de vuelo. Esta última tuvo que ser modi-

ficada debido a que, según la experiencia del grupo de investigación, dicha disposición

experimental poséıa una baja sensibilidad para la detección de agregados generados por

vaporización láser, por lo que se construyó un nuevo espectrómetro de masas que puede

alojarse dentro de la cámara principal.

A continuación describimos la cámara principal con la que ya contaba el CLCM y

posteriormente el diseño y construcción del nuevo analizador de masas. Finalmente, en

el último apartado de esta sección se describe el sistema láser empleado para llevar a

cabo los experimentos.

3.1.1. Cámara Principal

En la Figura 3.1 se muestran dos fotograf́ıas de la cámara principal acompañadas

de un esquema de la vista superior de la misma. Esta cámara de vaćıo consta de un

cuerpo ciĺındrico de eje vertical rematado en su parte superior por un cono truncado. En

el plano horizontal posee siete ventanas ((a), (b), (c), (f), (g), (h), (i) de la Figura 3.1c)

que permiten un diseño flexible de diferentes experimentos, cuyos sellos de aislación con

el exterior son o-rings de vitón o gaskets de cobre, según las bridas involucradas en cada

caso. Posee además tres ventanas sobre el cono superior, dos de ellas ortogonales entre

si y a 45◦ con respecto al plano horizontal ((d) y (e) de la Figura 3.1c), mientras que la

restante es plano paralela a este último ((j) de la Figura 3.1c).

El vaćıo en la cámara se logra mediante una bomba rotatoria de dos etapas (Ed-

wards, modelo E2 M40) que posee una capacidad de bombeo de 50 m3/h en el intervalo

de 760 a 1.10-4 Torr, acoplada a una bomba difusora de aceite (Edwards, modelo Diffs-

take 250/2000M) de 2000 L/s con la cual se alcanzan presiones del orden de 1.10-9 Torr.

La conexión entre la bomba difusora de aceite y la cámara está mediada por un cie-

rre “mariposa” que permite acceder al interior de la cámara evitando apagar la bomba

difusora.
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Figura 3.1: Cámara principal de haces moleculares montada en el CLCM antes de
las modificaciones realizadas en la tesis (a) fotograf́ıa del conjunto cámara - sistema de
vaćıo, (b) cámara principal y (c) diagrama esquemático de la cámara principal

La presión de la cámara principal puede monitorearse en todo momento mediante

dos manómetros acoplados a las ventanas (d) y (e) indicadas en la Figura 3.1c. El primero

de ellos es de tipo Pirani (Varian, modelo 531), que permite medir presiones que van

desde los 760 a 1.10-3 Torr, y el segundo consiste en un tubo de ionización de tipo

Bayard-Alppert (Varian, modelo 564), que permite registrar la presión en el intervalo de

1.10-3 a 1.10-9 Torr. La lectura de ambos manómetros se realiza mediante una unidad

de control (Varian, modelo Multi-Gauge).

3.1.2. Analizador de Masas TOF

La espectrometŕıa por tiempo de vuelo (TOF) presenta ciertas ventajas respecto a

otros espectrómetros de masas[71] (véase Sección 2.1) entre las que pueden mencionarse,

la obtención del espectro de masas completo en un único evento y la alta velocidad de

adquisición, que permite evaluar el efecto de cambios en los parámetros experimenta-

les simultáneamente a la obtención del espectro de masas. Pero las dos virtudes más

importantes que nos llevan a utilización de este tipo de espectrómetro son que, por un

lado, pueden acoplarse a sistemas de haces moleculares para la aplicación de métodos

espectroscópicos, como REMPI, y por otro, que su construcción es relativamente sencilla

(en comparación con otros descritos en la Sección 2.1) al punto de que su eficiencia como

analizador de masas depende más de la electrónica involucrada, que de la alineación y

uniformidad de su construcción.



Capitulo 3. Sistemas Experimentales 55

El desarrollo del equipo TOF se basó en el diseño propuesto originalmente por

Wiley y McLaren [71] quienes en 1955 idearon un espectrómetro TOF de alta resolución

cuyo funcionamiento fue descripto en la Sección 2.1. Su propuesta de una doble etapa

de aceleración para lograr la focalización espacial de los iones introdujo un marcado

aumento de la resolución de este tipo de espectrómetros, y su utilización tomó gran

impulso para aplicaciones espectroscópicas.

A continuación se detallan a grandes rasgos el diseño y ensamble del espectrómetro

TOF, su construcción y puesta a punto para desarrollar experimentos de vaporización

láser acoplada a expansiones supersónicas. Por último, se describe la sincronización de

los eventos involucrados en la adquisición de un espectro de masas, tanto en el caso en

el que los iones fueran generados por fotoionización o el caso en el que se estudiaran los

iones provenientes de la vaporización láser.

3.1.2.1. Diseño del TOF

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad del equipo disponible, se decidió aumentar

el número de agregados (neutros o iónicos) que ingresan al TOF. Para ésto fue necesario

acercar la fuente de generación de agregados a la entrada del espectrómetro. Por lo que

se propuso construir un nuevo TOF para acoplarse dentro de la cámara principal por

medio de la ventana (j) (Figura 3.1c) tal que la zona de extracción y aceleración de

iones se encuentre alineada con el centro de las ventanas (a), (b), (c), (f), (g), (h), (i)

(Figura 3.1c), y que la distancia entre la fuente de los agregados y la entrada del TOF

se reduzca de 30 cm (distancia original) a aproximadamente 3 cm (distancia actual).

Teniendo en cuenta los requerimientos del experimento propuesto, se realizaron

planos detallados de los componentes y el ensamblado del espectrómetro a construir, en

la Figura 3.2 se muestra un diagrama simplificado del sistema experimental desarrollado.

La construcción y maquinado del equipo se realizó en acero inoxidable AISI 304, en un

taller privado siguiendo las indicaciones del diseño elaborado.

El sistema construido consta de dos partes, el espectrómetro TOF en śı, y por

otro lado un cámara en forma de tubo, denominada tubo de vuelo, que se ensamblan

por encima de la ventana (j) para completar la zona de vuelo libre y detección de los

iones. El espectrómetro está constituido por una serie de lentes electroestáticas, la placa
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Figura 3.2: Ensamble esquemático y simplificado (no a escala) del equipo desarrollado
en el CLCM. A la izquierda de la figura puede observarse una diagrama general del
sistema experimental, mientras que en el panel de la derecha se muestra una ampliación
del TOF y alguna de sus longitudes caracteŕısticas

repulsora, extractor y p3 conforman las zonas de extracción y aceleración como se vio

en la Sección 2.1. Además, a 52 mm de comenzada la zona de vuelo libre se instalaron

dos placas deflectoras que, conectadas a una fuente de potencial regulable, permiten

corregir la trayectoria de los iones para optimizar la intensidad de la señal obtenida.

La zona de vuelo libre queda constituida desde la placa p3 conectada a tierra, el resto

de la cámara principal y el tubo de vuelo que se ensambla en tándem a la ventana (j)

por medio de las bridas y reductores correspondientes. Éste último tienen en diámetro

interior de alrededor de 100 mm y 500 mm de largo, por lo que la distancia de vuelo

libre total es de alrededor de 800 mm. El tubo de vuelo posee 5 ventanas, cuatro de ellas

en un plano normal al eje principal, dispuestas con un angulo de 90◦ entre si. En una

de estas ventanas se encuentra instalado un manómetro tipo penning (Blazers, modelo

PKR 261) que permite registrar la presión en el TOF. Cabe recalcar que las otras tres

ventanas serán utilizadas en el futuro para la implementación de una nueva etapa de

aceleración de iones, para realizar estudios de espectroscoṕıa de fragmentación UV. El

tubo de vuelo se evacua mediante una bomba turbomolecular (Pfeiffer, model TMU

261P) de 60000 L/min, conectada a éste mediante su quinta ventana, ésta se controla
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mediante una unidad (Blazers, modelo TCP015) que además permite visualizar la lectura

del manómetro.

3.1.2.2. Sincronización de Eventos

La sincronización de los eventos pulsados a 10 Hz se llevó a cabo mediante dos

generadores de pulsos TTL (Berkeley Nucleonics Corp, modelo 575 y 500), de cuatro

canales cada uno. Éstos permiten disparar los distintos equipos en forma sincronizada,

variando el retraso entre los eventos que ocurren en el experimento. Tanto para este

sistema experimental, aśı como para los demás descritos en este caṕıtulo, la sincroni-

zación de los eventos es de vital importancia para el funcionamiento del experimento.

Convirtiendo al generador de pulsos en el “corazón” del experimento y a la optimización

de los retardos en una operación fundamental.

El sistema experimental descrito en la presente sección se operó en dos modalida-

des diferentes: para la obtención de espectros REMPI (detección por fotoionización) y

para la caracterización de especies iónicas provenientes de la vaporización láser. Cada

una de estas modalidades requiere de sincronizaciones experimentales diferentes, que

aqúı describimos brevemente y que se encuentran esquematizadas en la Figura 3.3.

Figura 3.3: Descripción de la sincronización de eventos para la utilización del sistema
experimental. a) Sincronización del sistema experimental para estudiar procesos de
fotoionización. b) Sincronización del sistema experimental para la detección de iones
generados por la vaporización láser. En ambos casos la secuencia de eventos comienza
por al apertura de la válvula pulsada, seguida por el disparo del láser de vaporización.
Posteriormente se sincronizará el sistema de fotoionización o de encendido de las placas
electroestáticas según el experimento lo requiera.
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Para la detección por fotoionización, el inicio de la secuencia de eventos está dada

por la apertura de la válvula pulsada, primera orden que se emite desde el generador de

pulsos a través del canal 1 (CH1) y que constituye el tiempo cero del experimento. El

segundo evento que se dispara mediante el canal 2 (CH2), es el destello de la lámpara

del láser de Nd:YAG empleado para la vaporización de las muestras, que ocurre ∼ 450

µs luego del inicio del experimento. Para este láser, no se requiere un segundo canal para

el pulsado del Q-switch, ya que está sincronizado internamente a 96 µs de retraso luego

del pulsado de la lámpara. Por último la fotoionización se produce en el espectrómetro

mediante los fotones provenientes del láser de colorantes bombeado por un segundo láser

de Nd:YAG, (por detalles de los láseres empleados véase la siguiente sección). Este último

requiere que la lámpara de destello y el Q-switch se disparen independientemente. Los

retardos involucrados en el disparo de estos últimos dos eventos están relacionados con

el tiempo que los iones tardan en llegar hasta el centro de la zona de extracción, por lo

que son muy sensibles a las condiciones experimentales empleadas. En la Figura 3.3a, a

modo de ejemplo los retardos del canal de destello de la lámpara (CH3) y del Q-switch

(CH4) se fijan a ∼ 700 µs y a CH3+180 µs respectivamente. Finalmente es necesario

disparar el osciloscopio al tiempo cero de la “carrera” de iones en la zona de vuelo libre.

Para ésto se utiliza un tubo fotomultiplicador PMT (Hamamatsu, 1P28) que registra un

reflejo del haz de ionización al arribar a la cámara.

La utilización del espectrómetro para estudiar las especies generadas en estado ióni-

co por vaporización láser involucra una sincronización de eventos ligeramente diferente.

Al igual que en el caso de la fotoionización, la primera orden que desencadena el experi-

mento al tiempo cero es la apertura de la válvula pulsada (CH1), seguida del destello de

la lámpara del láser de Nd:YAG utilizado para generar la vaporización (CH2). Si bien

los eventos son los mismos, el retardo entre CH1 y CH2 vaŕıa entre los dos experimentos

descritos, debido a que la velocidad de las especies iónicas y neutras generadas por va-

porización láser suelen ser diferentes. A diferencia de lo que ocurre en el experimento de

fotoionización, los potenciales de las placas de repulsión y extracción deben permanece

apagadas durante la mayor parte del experimento, ya que lo que se pretende es detectar

los iones generados en la vaporización láser. De no ser aśı, dichos iones no podŕıan entrar

en la zona de extracción del espectrómetro puesto que, seŕıan repelidos por el campo

eléctrico generado en el ingreso del TOF. Entonce los canales CH3 y CH4 son emplea-

dos para disparar el encendido de los potenciales de dichas placas, que se mantienen
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cargadas durante 5 µs . En su conjunto, el retardo de CH3 y CH4 con respecto a C1,

deben optimizarse para que el encendido de éstos potenciales ocurran en el momento

en que los iones llegan a la zona de extracción del TOF (alrededor de 800 µs), a su

vez, debe establecerse una pequeña diferencia temporal, del orden de los 120 ns, entre el

encendido de ambos potenciales, para incrementar tanto la señal como la resolución del

espectrómetro. Por último, un quinto canal (CH5) se utiliza para disparar el osciloscopio

al tiempo cero de la “carrera” de iones en la zona de vuelo libre. Este tiempo está dado

por el encendido de la placa repulsora y extractora, por lo que CH5 siempre tiene el

mismo retardo que CH3.

3.1.3. Sistema Láser

Para realizar los experimentos en la sistema de haces moleculares montado en el

CLCM, se utilizaron dos láseres. Uno de vaporización, y en el caso de estudiar especies

neutras, otro para generar la fotoionización de las especies presentes en el haz molecular.

Láser de Vaporización. Para generar las especies en fase gaseosa, ya sea metálicas

y/o orgánicas, se empleó un láser de estado sólido de Nd:YAG (Big Sky láser, modelo

CFR 200), Figura 3.4, cuya emisión caracteŕıstica (λ= 1064 nm) proviene de las transi-

ciones de los iones de neodimio presentes en un cristal (Y3Al5O12 : yttrium aluminium

garnet) excitados transversalmente por una lámpara de destello. Dicho láser emplea un

Q-switch para producir pulsos láser de 5,5 ns de duración y enerǵıa máxima nominal

de 235 mJ, a una frecuencia de 10 Hz. La enerǵıa del pulso láser puede ser ajustada

de modo interno, modificando el voltaje de la lámpara de destello, o de modo externo,

cambiando el retraso entre el Q-switch y la lámpara. Sin embargo, ninguna de estas dos

opciones es conveniente debido a que, por un lado la lámpara posee un voltaje optimo

de operación, y por otro la modificación del retraso temporal del Q-switch produce una

sensible inestabilidad en la operación del láser. Por lo que para regular la enerǵıa del

mismo, comúnmente se utilizaron atenuadores situados en el camino óptico.

Láser de Excitación/Ionización. En los experimentos REMPI, se utilizó radia-

ción UV sintonizable resultante del doblado de frecuencia de la radiación emitida por un

láser de colorantes (Sirah, modelo Cobra-Strech), el cual a su vez es bombeado por el

segundo armónico (532nm) de un láser de Nd:YAG (Quantel, modelo Brillant B, pulso

de 5 ns, operación a 10 Hz), ambos láseres se muestran en la Figura 3.5. El doblado
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Figura 3.4: Láser de estado sólido de Nd:YAG, Big Sky láser, modelo CFR 200,
utilizado para ablación láser de muestras sólidas, con el fin de vaporizar metales y/o
moléculas orgánicas

Figura 3.5: Sistema láser empleado para la fotoionización. a)Láser de estado sólido
de Nd:YAG, Quantel, modelo Brillant B, b) Láser de colorantes Sirah, modelo Cobra-
Strech.

de frecuencias se obtuvo utilizando un cristal BBO Tipo II dispuesto sobre una plata-

forma de sintonización automática. El colorante más utilizado en este sistema láser fue

Rhodamina 590 (intervalo de emisión 552-580 nm). Las soluciones de colorantes fueron

preparadas en etanol (J. T. Baker) de 99,9 % de pureza.
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3.2. Espectroscoṕıa de Fragmentación UV de iones fŕıos:

Espectrómetro de Masas y Sistema Láser

En la presente sección se explicará brevemente el funcionamiento del espectómetro

instalado en el laboratorio de F́ısica de las Interacciones Iónicas y Moleculares (PIIM)

de la Universidad Aix-Marseille, el cual fue utilizado para realizar experimentos de es-

pectroscoṕıa de fragmentación UV de iones fŕıos, ya sean agregados protonados o ar-

gentados de bases del ADN. Este equipo fue construido de forma casera, y su desarrollo

Figura 3.6: Sistema experimental instalado en el laboratorio PIIM. a) fotograf́ıa del
sistema experimental, b) diagrama esquemático de las partes constituyentes y del fun-
cionamiento del espectrómetro.

fue inspirado en el trabajo original de Wang y Wang,[103] en el cual, se describe un
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sistema similar con cierto grado de detalle. En la Figura 3.6a se muestra una fotograf́ıa

del sistema instalado en el PIIM.

El ensamblado del equipo consta de una serie de cámaras de vaćıo acopladas en

tándem. Las partes constituyentes de éste se encuentran esquematizadas en la Figu-

ra 3.6b. De forma general se puede dividir el espectrómetro en tres secciones, una fuente

de vaporización e ionización por electrospray (ESI), una trampa cuadrupolar tridimen-

sional (QIT) y un espectrómetro de masas por tiempo de vuelo (TOF). Para más detalles

del funcionamiento de cada parte del equipo, el lector puede referirse al Caṕıtulo 2 y a

la bibliograf́ıa alĺı citada. La secuencia de eventos involucrada en la operación del sis-

tema está esquematizada de forma simplificada en la Figura 3.7 (no a escala) y puede

describirse brevemente como sigue:

Los agregados iónicos son producidos en una fuente de ESI construida en la Uni-

vesidad de Aarhus, Dinamarca, que opera a alrededor de -3 kV. A la salida del capilar

del ESI los iones son almacenados en un octupolo durante 90 µs, éste se encuentra en

una primer cámara de vaćıo que es bombeada por un sistema de bombas rotatoria/tur-

bomolecular que mantiene ésta sección a una presión de 1.10-3 Torr. En este punto, el

potencial RF de la trampa octupolar puede modificarse para producir disociación coli-

sional de las especies. Luego del peŕıodo de acumulación, los iones son extráıdos de la

trampa con un pulso de potencial de -50 V y posteriormente acelerados por un segundo

electrodo con un potencial pulsado de 190 V. Esta secuencia de almacenamiento y ex-

tracción opera a 10 Hz y produce paquetes de iones con una ancho temporal de alrededor

de 500 ns. Posteriormente el paquete de iones es conducido mediante una serie de lentes

electroestáticas a la segunda sección del experimento, en este trayecto, tres sistemas de

vaćıo rotatoria/turbomolecular producen una cáıda de la presión hasta los 1.10-7 Torr.

A la entrada de la QIT, un sistema de electrodos conectados a una fuente de poten-

cial de 190 V disminuyen la enerǵıa cinética de los iones para evitar la fragmentación

colisonal de éstos. Además, situada entre la fuente de ESI y la entrada de la QIT se

encuentra instalada una puerta de iones. El retraso temporal entre la “apertura” de ésta

y la eyección de los iones desde el octupolo, permite seleccionar la masa del ión padre

que ingresará a la QIT. Para producir el enfriamiento de los iones, la QIT está instalada

en la cabeza de un criostato (Coolpak Oerlikon) y se utiliza He como gas buffer, éste

es inyectado mediante una válvula pulsada (General Valve) 1 ms antes de que los iones

entren a la trampa para garantizar la termalización del gas. De esta forma los iones
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se mantienen dentro de la QIT por algunos ms con el objetivo de que éstos se enfŕıen

colisionalmente con el gas buffer, este proceso genera iones a temperaturas entre 20 y

50 K. Una vez finalizado el periodo de enfriamiento, la fragmentación de las especies

atrapadas en la trampa ocurre por el disparo de un láser UV sintonizable (para más de-

talles del sistema láser ver la siguiente sección), los fragmentos producidos son extráıdos

de la QIT y analizados en la tercera etapa del experimento que consiste en un TOF de

1,5 m de largo. La detección de los iones se realiza mediante un MCP conectado a un

osciloscopio digital y un programa de procesado de señal desarrollado en el laboratorio.

El espectro de FUV se obtiene de la normalización de la intensidad obtenida de cada ión

hijo, con la correspondiente intensidad del ión padre y la potencia del láser, en función

de la longitud de onda de excitación.

Figura 3.7: Esquema de eventos que tienen lugar en la obtención de un espectro
FUV, brevemente: conformación de un paquete de iones en un octupolo, extracción y
aceleración del paquete de iones, llenado de la QIT de gas buffer, selección en masas
del ion padre mediante la regulación del retraso temporal de la “apertura” de una
puerta iónica, enfriamiento colisional y fragmentación del ión padre dentro de la QIT y
finalmente, análisis de los productos de la fragmentación por medio de un espectrómetro
TOF.

3.2.1. Sistema Láser

Para la realización de experimentos de espectroscoṕıa electrónica, el laboratorio

PIIM cuenta con 2 láseres sintonizable OPO (del inglés, Optical Parametric Oscilator)

EKSPLA modelo NT340. Este tipo de láser permite barrer tanto la zona ultravioleta
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como la visible del espectro electromagnético de forma continua. El modulo OPO es

bombeado por el segundo armónico de un láser de Nd:YAG que se encuentra integrado

en el mismo sistema (véase Figura 3.8). El láser opera a 10 Hz con un ancho temporal

de pulso de 10 ns, el ancho de banda del pulso en la zona UV es de alrededor de 10 cm-1,

y la máxima potencia entregada en dicha región espectral es de 2 mJ/pulso.

Figura 3.8: Láser OPO EKSPLA modelo NT340 instalado en el laboratorio de estudio
de F́ısica de las Interacciones Iónicas y Moleculares de la Universidad de Aix-Marseille,
utilizado para realizar estudios de fotofragmentación UV.

3.3. Espectroscoṕıa de Disociación Multifotónica IR: Es-

pectrómetro de Masas y Sistema Láser

En la presente sección explicaremos brevemente el funcionamiento del espectrómetro

instalado en el Centro Láser IR de Orsay (CLIO) de la Universidad Paris-sud, el cual fue

utilizado para realizar experimentos de espectroscoṕıa de disociación multifotónica IR de

iones, ya sean agregados protonados o argentados de bases del ADN. El espectrómetro

utilizado es un equipo Burker Daltonics modelo Apex Qe, modificado con una interface

cuadrupolar. En la Figura 3.9a se muestra una fotograf́ıa del sistema instalado en el

CLIO.

El funcionamiento del sistema experimental instalado en CLIO es, en ĺıneas gene-

rales, similar al descrito para el espectrómetro instalado en PIIM (Sección 3.2). Éste

consiste en un espectrómetro de MS/MS en tándem y sus partes constituyentes se en-

cuentran esquematizadas en la Figura 3.9b. De forma general se puede dividir el es-

pectrómetro en tres secciones, una fuente de vaporización e ionización por electrospray
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Figura 3.9: a) espectrómetro instalado en el Centro Láser IR de Orsay (CLIO) em-
pleado para la realización de los estudios de DMIR, b) esquema de las partes constitu-
yentes del espectrómetro instalado en CLIO

(ESI), un cuadrupolo lineal y un espectrómetro de masas de resonancia ciclotrónica de

iones con transformada de Fourier (FTICR). Para más detalles del funcionamiento de

cada parte del equipo, el lector puede referirse al Caṕıtulo 2 y a la bibliograf́ıa alĺı citada.

Brevemente el funcionamiento de este sistema puede describirse de la siguiente manera:

Los iones son producidos en la fuente ESI integrada en el equipo que opera a alrededor

de -4 kV. La fuente originalmente consta del capilar del ESI y una trampa hexapo-

lar para la generación de los “paquetes” de iones. En CLIO esta fuente se modificó,

agregándose un espectrómetro de masas cuadrupolar como interfase entre el capilar del

ESI y el hexapolo. Esta modificación permite realizar una primera selección en masas
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del ión padre que ingresará a la trampa hexapolar, mejorando la sensibilidad del ex-

perimento y disminuyendo el tiempo de operación. Una vez en el hexapolo, los iones

seleccionados por masas en el cuadrupolo son almacenados y extráıdos generándose los

“paquetes” de iones de forma análoga a la descrita en Sección 3.2, en ésta etapa del

experimento puede producirse la fragmentación colisional de los iones, modificando el

potencial aplicado tanto a la trampa hexapolar, como a los “skimmers” que conectan

cada etapa del experimento. Luego de ser extráıdos, los iones son conducidos mediante

un sistema de lentes electroestáticas hacia la entrada de la última sección del equipo que

consiste una FTICR. Con el objetivo de realizar los experimentos de DMIR, la trampa

del ICR ha sido modificada para permitir el ingreso del haz láser dentro de la cavidad

mediante una ventana de ZnSe y una serie de orificios cónicos, tanto en la carcasa del

equipo como en la celda de ICR. Una vez dentro de dicha celda, los iones son irradiados

mediante radiación IR proveniente de alguno de los láseres disponibles en el laboratorio

(véase la siguiente sección). El tiempo de irradiación puede modificarse para optimizar

el proceso de fragmentación, según el sistema de estudio. Una vez finalizada la irradia-

ción, los productos de la fragmentación son analizado en la misma celda. Este proceso se

repite en función de la longitud de onda dentro del intervalo de enerǵıa de interés. Dicho

procedimiento da como resultado un espectro de masas para cada longitud de onda,

mediante los cuales se calcula la eficiencia de fragmentación (Y (λ)) como se indica en

la Ecuación 2.10

3.3.1. Sistemas Láser

En el Centro Láser IR de Orsay se encuentran instaladas una serie de facilidades

para la realización de experimentos de DMIR. Este centro cuenta con un láser de elec-

trones libres (FEL, del inglés Free Electron Laser) que permite estudiar la región del

infrarrojo medio, el cañón de electrones del FEL se encuentra optimizado para que el

láser emita en la región comprendida entre los 900 y 2000 cm-1. Además este laboratorio

cuenta con otros láseres de mesada que se describen al final de esta sección.

FEL.. Los FEL no son equipos convencionales que se obtengan comercialmente, a

diferencia de los demás láseres empleados en esta tesis, sino que existen solo en algu-

nas universidades y centros de investigación que los han desarrollado espećıficamente

y funcionan como facilidades mundiales. Por ésto creemos que vale la pena describir
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Figura 3.10: a) Esquema básico del funcionamiento de un láser de electrones libres, b)
plano esquemático de FEL instalado en CLIO y fotograf́ıas de las partes más importan-
tes de este, entre las que se pueden observar el cañón de electrones, el acelerador lineal,
parte del sistema de multipolos para la colimación del haz de electrones y el ondulador
montado sobre soportes neumáticos.
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brevemente el principio de funcionamiento de esta clase de láseres. También destacare-

mos alguna de las caracteŕısticas de la construcción y la radiación emitida por el FEL

instalado en CLIO.

Los láseres convencionales utilizan átomos, iones o moléculas, en estado sólido, ĺıqui-

do o gaseoso, como medio activo para la emisión y la amplificación de la radiación. A

diferencia de éstos, los FEL utilizan electrones con enerǵıa cinéticas del orden de los MeV

como medio activo. Los electrones generados a partir de un electrodo metálico, una vez

atravesada la región de aceleración, emiten radiación al oscilar en un campo magnético

periódico generado por una serie de electroimanes dispuestos linealmente, sección del

equipo que se denominada ondulador. La radiación emitida por lo electrones en el ondu-

lador es almacenada en una cavidad óptica tal que ésta puede interactuar nuevamente

con los electrones. Esta interacción conlleva a una modulación de la densidad electróni-

ca en el ondulador y produce un aumento de la intensidad y coherencia de la radiación

producida. La longitud de onda emitida depende de parámetros experimentales como

la enerǵıa de los electrones, el campo magnético aplicado y el peŕıodo del ondulador.

En el ondulador instalado en CLIO, los electroimanes están montados sobre soportes

neumáticos que permiten modificar la distancia entre ellos, variando de esta forma la

frecuencia del ondulador y por tanto la longitud de onda de la radiación emitida.

La Figura 3.10a muestra esquemáticamente el funcionamiento de un FEL, mientras

que en la Figura 3.10b se muestra un plano esquemático de la construcción del FEL

instalado en CLIO y fotograf́ıas de las partes más importantes de éste. Como ya se

menciono, la radiación de este láser es sintonizable de manera continua entre 900 y

2000 cm-1 y la enerǵıa promedio en esta región espectral es de 36,8 mJ/pulso. El perfil

temporal del pulso láser está constituido por un “macro-pulso” de 8µs y una frecuencia

de 25 Hz. Cada “macro-pulso” está a su vez constituido por 500 pulsos de alrededor

de 5 ps de duración, separados cada 16 ns uno de otro. El ancho de banda del láser es

dependiente de la longitud de onda de trabajo, pero en esta región espectral es cercana

a 10 cm-1.

Láseres de Mesada El laboratorio también cuenta con un OPO infrarrojo (Laser-

vision) bombado por un láser Nd:YAG. Este sistema láser permite sintonizar de forma

continua la región espectral comprendida entre 2000 y 4000 cm-1. Por último también
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está disponible un láser continuo de CO2 (λ = 943 cm-1) de alta potencia que puede

acoplarse tanto al FEL como al OPO para optimizar el proceso de fragmentación.
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Metálicos con Moléculas
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4.1. Introducción

En el presente caṕıtulo se presenta la primera aproximación realizada durante el

desarrollo de la tesis al estudio de la espectroscoṕıa de agregados de átomos metálicos

con moléculas orgánicas. Como se describió en el Caṕıtulo 1, el interés en el estudio

,en fase condensada, de estos clusters pequeños radica en sus fascinantes propiedades

qúımicas y fotof́ısicas, en particular, su rendimiento cuántico de fluorescencia, el cual

es comparable al de los quantum-dots semiconductoras (nanopart́ıculas pequeñas de

CdSe, calcogenuros, etc.), con las ventajas frente a éstos, de tener baja toxicidad y ser

biocompatibles.[38] Además, poseen la propiedad de que sus espectros de absorción y

emisión son sintonizable desde el IR hasta el UV-vis, cambiando el número de átomos

que componen el agregado y la naturaleza de las interacciones intermoleculares de las

matrices orgánicas en las cuales se generan. Aśı por ejemplo, Dickson et al. han mostrado

que puede obtenerse un gran incremento en las señales de fluorescencia, encapsulando

pequeños clusters de Ag2-8 en dendŕımeros,[44] estructuras pept́ıdicas[45] y cadenas de

ADN.[46] La utilización de ADN como matriz para la śıntesis de éstos agregados reviste

particular interés debido a que, se ha encontrado que los agregados de Agn sintetizados

en dichas matrices exhiben espectros de fluorescencia que dependen fuertemente de la

secuencia de bases que constituyen las cadenas empleadas para la śıntesis, lo que permite

sintonizar el espectro de absorción/emisión que éstos presentan.[47–51]

Recientemente, Schatz y colaboradores han estudiado mediante cálculos realizados

con la teoŕıa del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT), la de-

pendencia con el tamaño del cluster, de las propiedades de absorción, fluorescencia y

del scattering Raman de piridina, interaccionando con pequeños clusters de Agn (n=2-

8, 20). Sorprendentemente, los incrementos más importantes fueron encontrado para el

más pequeño de los clusters estudiados [Ag2-piridina]. Éstos incrementos, pudieron ser

correlacionados con la distancia entre la molécula y el cluster metálico, y con la polariza-

blidad de la resonancia como en el caso de los incrementos electromagnéticos observados

para nanopart́ıculas.[104] Sin embargo, los clusters de Ag2 producidos en fase gaseosa

y enfriados en una expansión supersónica muestran espectros de excitación discretos,

con transiciones vibro- rotacionales bien definidas y equivalentes a las de una molécula

diatómica, por lo tanto no poseen una banda de conducción que pueda ser excitada

colectivamente.[105]
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El estudio de agregados metálicos con pequeñas moléculas orgánicas en fase gaseosa

proveen un modelo reduccionista para entender como la interacción entre los átomos

metálicos con diferentes ligandos, modifica las propiedades qúımicas y fotof́ısicas de éstos

en fase condensada.[106] En éste sentido, la vaporización láser acoplada a expansiones

supersónicas provee una poderosa herramienta para producir dichos agregado. Además,

las técnicas de espectroscoṕıa láser empeladas en haces moleculares han demostrado ser

útiles para estudiar a nivel molecular problemas de este tipo, donde la “matriz” o el

“ambiente qúımico” modifican la respuesta espectroscópica de sistemas de interés.[106]

A continuación, se describen brevemente algunos de los antecedentes más relevantes

sobre la utilización de técnicas de espectroscoṕıa láser acoplada a haces moleculares

para el estudio de agregados metálicos:

· La espectroscoṕıa del d́ımero Ag2 generado por vaporización láser ha sido estudiada

mediante técnicas de fotoionización acoplada a haces moleculares, Demtroder y cola-

boradores encontraron que dicha especie presenta cuatro bandas de absorción, cuyos

oŕıgenes se encuentran a 22988 cm-1 (2,85 eV), 35808 cm-1 (4,44 eV), 37593 cm-1 (4,66

eV) y 40160 cm-1 (4,98 eV).[105]

· Posteriormente Duncan y colaboradores estudiaron el efecto de la interacción con gases

nobles, en agregados del tipo del tipo [Ag2-Rg] (Rg = Ar, Kr, Xe), sobre la respuesta

espectrsocópica de la banda de absorción B ← X del d́ımero. Los resultados muestran un

claro corrimiento del origen de la absorción a menores enerǵıas, siendo dicho corrimiento

de 480 cm-1, 810 cm-1 y 1527 cm-1, para Ar, Kr y Xe respectivamente, lo cual indica

la importancia de las interacciones intermoleculares en la sintonización del espectro de

excitación del d́ımero Ag2.[107]

· La transición electrónica fundamental del átomo de Ag aislado 4d105p1 2P1/2 ← 4d105s1 2S1/2

ocurre a una enerǵıa de 29585 cm-1 (3,67 eV).[108, 109] Contemporáneamente con los

estudios sobre la espectroscoṕıa del d́ımero Ag2 y sus agregados con gases nobles, Solgadi

y colaboradores estudiaron el efecto de la interacción de Ag con NH3 sobre la excitación

del átomo.[106] En este trabajo, los autores encontraron que la excitación A ← X del

agregado Ag-NH3 se encuentra a 21413 cm-1, corrida alrededor de 8172 cm-1 (∼ 1,01

eV) respecto a la transición fundamental del átomo de Ag aislado,[106] lo que constituye

otra clara evidencia de la gran importancia de las interacciones intermoleculares con el

ambiente qúımico en la sintonización del espectro de excitación, en este caso del átomo

de Ag.
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En función de los antecedentes mencionados, el objetivo de éste caṕıtulo fue estudiar

la generación y espectroscoṕıa de agregados del tipo [AgnMOm] donde MO corresponde

a una molécula orgánica.

En una primera instancia, se probó el funcionamiento del sistema experimental

desarrollado en el CLCM descrito en los Caṕıtulos 2 y 3, mediante el estudio de la ge-

neración de agregados moleculares del tipo tolueno (Tol)n y [Ban(Tol)m]. Los primeros

son particularmente útiles para evaluar la capacidad de generar y detectar agregados

por fotoionización, debido a que la enerǵıa de excitación de éstos es prácticamente in-

variable con n. Por otro lado, los agregados del tipo [Ban(Tol)m]resultan útiles para

el diagnóstico del funcionamiento del sistema de vaporización láser acoplado a expan-

siones supersónicas, debido a la experiencia del grupo en la vaporización láser de este

metal.[110] Posteriormente se estudió la generación de agregados del tipo [AgnMOm], con

MO = Tolueno (Tol), Piridina (Pyr) y Tirosina (Tyr). La razón por la cual se eligieron

éstas MO no es caprichosa, el Tol se empleó debido a que, como se ya se mencionó, es la

molécula empelada para los experimentos de diagnóstico del sistema experimental. La

Pyr constituye una molécula de interés, no sólo debido a los antecedentes ya menciona-

dos y por su conocida afinidad con la Ag, sino que además constituye un sistema modelo

ampliamente utilizado de las bases pirimid́ınicas del ADN. La Tyr, es una molécula de

particular importancia debido a que, es uno de los cromóforos de los polipéptidos y como

se mencionó en párrafos anteriores, dichas biomoléculas también son empleadas en la

śıntesis de agregados de Agn.

4.2. Resultados

En esta sección se presentan los resultados obtenidos con el equipamiento desarrolla-

do en esta tesis, descrito en los Caṕıtulos 2 y 3, respecto del estudio de las interacciones

entre átomos y cationes metálicos con moléculas orgánicas. Cabe recalcar en este punto

que, para simplificar la lectura, se eligió mostrar sólo aquellos resultados necesarios para

sustentar la discusión del caṕıtulo, lo que constituyen un breve resumen de los sistemas

y condiciones experimentales explorados durante la tesis.

En la primer sección se presentan los resultados obtenidos por fotoionización de

agregados neutros presentes en el haz molecular, mientras que en una segunda sección
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se muestran los resultados obtenidos mediante espectrometŕıa de masas de sistemas

generados en estado iónico por vaporización láser.

4.2.1. Agregados Neutros

4.2.1.1. Generación de agregados de moléculas orgánicas

En una primera instancia se probó la capacidad del sistema experimental para la

generación de agregados moleculares. En la Figura 4.1 se muestran dos espectros de

masas los cuales fueron obtenidos mediante la expansión supersónica de 5 bar de Ar,

sembrado con tolueno (Tol) por arrastre del vapor de éste. Los agregados generados

fueron ionizados en la zona de extracción del espectrómetro de masas con el cuarto

armónico de un láser de Nd:YAG (4,66 eV).

Figura 4.1: Generación de agregados moleculares de tolueno. Espectros de masas
obtenidos mediante la expansión supersónica de 5 bar de Ar sembrado con vapor de Tol.
Los agregados generados fueron ionizados en la zona de extracción del espectrómetro de
masas mediante el cuarto armónico de un láser de Nd:YAG (4,66 eV). a) Potencial de
deflexión de 70 V, b) potencial de deflexión 90 V. El recuadro del especto (a) muestra
la formación de aductos de solvatación.

En los espectros de masas mostrados en Figura 4.1(a y b) puede observarse la presen-

cia de una amplia distribución de tamaños de agregados del tipo (Tol)n y (Tol)n(H2O)m.

La distribución de tamaños observada puede modificarse variando el potencial de defle-

xión aplicado. En la Figura 4.1a el potencial de deflexión es de 70 V, en ésta condición
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el tamaño máximo del agregado del tipo (Tol)n observado corresponde a n = 7, y el

más abundante corresponde a la molécula de tolueno asilada. Por otro lado, en la Fi-

gura 4.1b el potencial de deflexión es de 90 V, en esta condición el tamaño máximo del

agregado del tipo (Tol)n observado corresponde a n = 12, mientras que el agregado

más abundante corresponde a n = 6. Por último, también se muestra una ampliación

de la zona recuadrada del espectro de masas de la Figura 4.1a. En dicha ampliación,

puede observarse que para cada n de los agregados del tipo (Tol)n, se forman aductos

de solvatación con hasta cuatro moléculas de agua.

La generación y detección de agregados de diversos números de moléculas es un

indicio de que, el enfriamiento vibracional logrado a partir de la expansión supersónica

es efectivo, y que el espectrómetro de masas construido funciona correctamente en cuanto

a la detección de iones en un rango amplio de m/z .

4.2.1.2. Generación de agregados de átomos metálicos con moléculas orgáni-

cas

El sistema [Ban(Tol)m] se utilizó para probar la capacidad de formación y detec-

ción de agregados generados por la expansión supersónica de una molécula de interés,

acoplada a vaporización láser.

En la Figura 4.2 se muestra un espectro de masas obtenido cuando una muestra de

Ba metálico es vaporizada mediante el primer armónico de un láser de Nd:YAG (1,16

eV). Con el objetivo de formar agregados del tipo [Ban(Tol)m], la pluma de ablación

es enfriada por una expansión supersónica de 3 bar de Ar, sembrado con vapor de

Tol. Los agregados generados de ésta forma fueron ionizados en la zona de extracción

del espectrómetro de masas por irradiación mediante el cuarto armónico de un láser

de Nd:YAG (4,66 eV). El potencial de deflexión aplicado fue de 90 V. El espectro de

masas de la Figura 4.2 muestra que bajo las condiciones descritas, se obtiene una gran

diversidad de agregados con diferentes estequeometŕıas (n : m). En la misma figura

puede observarse la presencia de dos progresiones de agregados que corresponde a la

“solvatación” de uno y dos átomos de Ba con la molécula orgánica, éstas progresiones

se demarcan con ćırculos azules y rojos respectivamente. En la progresión de agregados

del tipo 1 : m, el número máximo de moléculas de Tol encontradas es de 8, mientras que

el agregado más abundante de la distribución corresponde al de estequeometŕıa 1 : 2.
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Figura 4.2: Generación de agregados moleculares del tipo [Ban(Tol)m]. Espectro de
masas obtenido acoplando la vaporización láser de una muestra de Ba sólido, con la
expansión supersónica de 3 bar de Ar sembrado con vapor de Tol. La vaporización
láser y la ionización se realizaron con el primer (1,16 eV) y cuarto (4,66 eV) armonico
de láseres de Nd:YAG, respectivamente. En el espectro de masas se distinguen dos
progresiones de agregados. Con ćırculos azules se destaca la progresión de los agregados
del tipo 1 : m, mientras que con ćırculos rojos los agregados de esqueometŕıa 2 : m.

Para la distribución del tipo 2 : m, el tamaño máximo del agregado corresponde a la

solvatación con 6 moléculas de Tol, mientras que el agregado más abundante encontrado

en éstas condiciones corresponde al de estequeometŕıa 2 : 1.

Este resultado muestra que, el sistema experimental desarrollado en la tesis permite

formar y detectar agregados de moléculas orgánicas con átomos metálicos producidos

por vaporización láser, de forma eficiente.

En una tercer etapa se procedió a generar agregados del tipo [Agn(MOv)m] (donde

MOv corresponde a una molécula orgánica volátil), realizando los experimentos en con-

diciones similares a las descritas en el párrafo anterior para el caso de Ba. El espectro

de masas mostrado en la Figura 4.3a se obtuvo mediante la vaporización láser de una

muestra de Ag metálica, mientras que los espectros de masas mostrados en las Figuras

4.3(b y c) se obtuvieron por la vaporización láser de una pastilla de AgNO3 dispersado
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Figura 4.3: Generación de agregados moleculares del tipo [Agn(MOv)m], a) vapori-
zación láser de una muestra metálica de Ag, acoplada a la expansión supersónica de 3
bar de Ar sembrada con vapor de Tol, b) vaporización láser de una pastilla de AgNO3

dispersado en carbono grafito y prensado a 5 bar, acoplada a la expansión supersónica
3 bar de Ar sembrada con vapor de Tol, c) vaporización láser de una pastilla de AgNO3

dispersado en carbono grafito y prensado a 5 bar, acoplada a la expansión supersónica
de 3 bar de Ar sembrada con vapor de Pyr. En todos los caso para la vaporización e io-
nización se emplearon respectivamente el primer (1,16 eV) y cuarto (4,66 eV) armónico
de láseres de Nd:YAG, y potencial de deflexión de 90 V.

en carbono grafito y prensado a 5 bar. La expansión supersónica empleada en la adqui-

sición de los espectros de las Figuras 4.3(a y b), se realizó en idénticas condiciones a la

utilizada para generar los agregados del tipo [Ban(Tol)m]. Por otro lado, en el espectro

de masas mostrado en la Figura 4.3c la expansión supersónica se sembró con piridina

(Pyr), para probar el efecto del cambio de la molécula orgánica. En los tres casos, para la

vaporización e ionización se emplearon respectivamente el primer y cuarto armónico de

láseres de Nd:YAG, y potenciales de deflexión de 90 V. Cabe recalcar en éste punto que,

los espectros de masas mostrados en la Figura 4.3 corresponden a un breve resumen, re-

presentativo de los resultados obtenidos modificando diversas variables experimentales.

Además se realizaron experimentos a diferentes longitudes de onda de vaporización (3,49

eV, 2,33 eV), y en todos los casos se evaluó el efecto de la variación de la sincronización

de los distintos eventos del experimento. El retardo del disparo del láser de vaporización

se varió en el intervalo comprendido entre 300 µs y 450 µs, y el del láser de ionización en

el intervalo comprendido entre 450 µs y 600 µs, en ambos casos respecto al disparo de
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la válvula pulsada. Ninguna modificación en las variables experimentales mencionadas

produjo cambios significativos en los resultados respecto a los expuestos en la Figura 4.3.

El espectro de masas de la Figura 4.3a indica que a partir de la vaporización láser

de la muestra metálica, se observa la presencia del monómero de Tol y del átomo de

plata, pero no agregados del tipo [Agn(Tol)m]. En el caso del espectro de masas de la

Figura 4.3b, se observa la presencia del monómero de Tol, sus agregados de solvatación

y el d́ımero (Tol)2. Por otro lado, también se observa la presencia del átomo y el d́ımero

de plata, pero no se encuentra señal de iones a las relaciones m/z correspondientes a

agregados formados entre el metal y la molécula orgánica como [Ag1(Tol)1], [Ag2(Tol)1]

o [Ag1(Tol)2]. Finalmente en la Figura 4.3c, se observa la presencia del átomo de plata y

la generación de agregados de hasta 5 moléculas de Pyr, pero no se observa la presencia

de ningún agregados del tipo [Agn(Pyr)m].

Debido a que los intentos por obtener agregados del tipo [Agn(MOv)m]resultaron

infructuosos, se intentó obtener agregados de plata con moléculas orgánicas no volátiles,

que se desorben con la Ag a partir de la vaporización láser de una muestra sólida.

Para ello se utilizó tirosina (Tyr) como molécula orgánica, y se prepararon pastillas de

AgNO3:Tyr en relación 1:1, dispersados en matriz de carbono grafito ó polvo de cinc,

el cual también ha sido propuesto como una buena matriz para la desorción láser. En

la Figura 4.4 se resume de manera representativa los resultados obtenidos mediante

la modificación de diversas variables experimentales, entre las que se encuentran, la

presión y naturaleza del gas “carrier”(o gas transportador), la matriz utilizada para

la fabricación de las pastillas y la longitud de onda de ionización. Por simplicidad, las

condiciones bajo las que se obtuvieron cada espectro de masas se encuentran resumidas

en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1: Condiciones experimentales empleadas para la obtención de los espectros de
masas mostrados en la Figura 4.4. La excitación a 35651 cm-1 (4,42 eV) es resonante con
la transición electrónica fundamental de uno de los rotameros de la Tyr,[111] mientras
que la excitación a 35808 cm-1 (4,44 eV) es resonante con la transición electrónica
fundamental B ← X del d́ımero Ag2.[105] Las matrices empleadas para la fabricación
de las pastillas fueron carbono grafito (C(gr)) y Zinc en polvo (Zn)

Espectro Pastilla Gas “carrier” P λ Ionización 

a AgNO3+Tyr (1:1) C(gr) Ar 1 bar 35663 cm
-1

 (4,42 eV) 

b AgNO3+Tyr (1:1) C(gr) Ar 3 bar 35663 cm
-1

 (4,42 eV) 

c AgNO3+Tyr (1:1) C(gr) Ar 6 bar 35663 cm
-1

 (4,42 eV) 

d AgNO3+Tyr (1:1) C(gr) He 6 bar 35663 cm
-1

 (4,42 eV) 

e AgNO3+Tyr (1:1) Zn Ar 6 bar 35663 cm
-1

 (4,42 eV) 

f AgNO3+Tyr (1:1) C(gr) Ar 6 bar 35808 cm
-1

 (4,44 eV) 

Figura 4.4: Espectros de masas resultantes de la ablación a 1.16 eV de una mezcal de
AgNO3:Tyr (1:1) en distintas matrices y acoplada a una expansión supersónica, bajo
distintas condiciones, las cuales se detallan en la Tabla 4.1

En todos los casos, para la vaporización láser se empleó el primer armónico de un

láser de Nd:YAG (1,16 eV), mientras que la ionización se llevó a cabo con el segundo

armónico de la radiación emitida por un láser de colorantes que funciona con Rodamina
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590, y es bombeado por el segundo armónico de un láser de Nd:YAG (2,33 eV). Además

de los resultados obtenidos en las condiciones aqúı mostradas, se realizaron experimen-

tos a diferentes longitudes de onda de vaporización (3,49 eV, 2,33 eV) y variando la

composición relativa entre AgNO3 y Tyr. En todos los casos se evaluó el efecto de la

modificación de la sincronización de los distintos eventos del experimento. El retardo del

disparo del láser de vaporización se varió en el intervalo comprendido entre 300 µs y 450

µs, y el de ionización en el intervalo comprendido entre 450 µs y 600 µs, en ambos casos

respecto al disparo de la válvula pulsada. Ninguna de las modificaciones en las variables

experimentales mencionadas produjo cambios significativos en los resultados respecto a

los expuestos en la Figura 4.4.

En la Figura 4.4 se muestra que para todas las condiciones experimentales explora-

das se observa la presencia de la molécula de Tyr y del d́ımero Ag2 en el haz molecular,

ambos se remarcan en violeta. Demarcado con (X) se distingue la presencia de los iones

con m/z = 120 y 133 que se producen por la fragmentación de Tyr en el proceso de va-

porización.[111] Con (*) se indica la presencia de la m/z = 108, correspondiente al cresol

que es un contanminante presente en la cámara de vaćıo y que absorbe fuertemente en

la región espectral cercana a los 35714 cm-1 (4.42 eV). Finalmente, en rojo se destacan

las relaciones m/z a las que se espera encontrar agregados del tipo [Agn(Tyr)m]con es-

tequeometŕıas 1 : 1 y 2 : 1. Puede observarse que bajo ninguna condición experimental

se logró detectar dicho tipo de agregados. El aumento de la presión de Ar de 1 bar (a) a

3 bar (b) y 6 bar (c) disminuye el contenido de fragmentos provenientes de la Tyr (X),

debido a que, al aumentar la presión del gas “carrier” aumenta el grado de enfriamiento

adiabático y previene la fragmentación térmica de la molécula. El uso de He (d) como

gas transportador también fue explorado y mostró un buen grado de enfriamiento a 6

bar, pero la eficiencia del arrastre de las especies obtenido con este gas fue mucho menor.

Claramente el uso de Zn (e) como matriz no es apropiado para este tipo de sistemas

ya que el alto coeficiente de transmisión térmica de este material produce un gran ca-

lentamiento de la muestra durante el proceso de vaporización e induce la fragmentación

casi completa de la Tyr. Finalemtne la comparación de los espectros (c) y (f) permite

observar el efecto de la ionización resonante de la Tyr y Ag2 respectivamente

Además de los espectros de masas, durante la exploración de las variables experi-

mentales anteriormente mencionadas, también se registraron los espectros REMPI del

d́ımero Ag2 y de la Tyr. En la Figura 4.5a se muestra en ĺınea negra una ampliación del
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espectro el espectro de masas de la Figura 4.4c donde la longitud de onda de ionización

es resonante con la transición fundamental de uno de los rotameros de la Tyr 35651 cm-1

(4,42 eV),[111] mientras que en ĺınea roja se muestra una ampliación del espectro de ma-

sas de la Figura 4.4f obtenido cuando la longitud de onda de ionización es resonante con

la transición fundamental del d́ımero de plata (Ag107-Ag109) 35808 cm-1 (4,44 eV).[105]

En esta figura puede observarse claramente que la intensidad relativa de ambos iones se

Figura 4.5: a) Espectros de masas obtenidos cuando la ionización es resonante con uno
de los rotámeros de la Tyr 35651 cm-1 (4,42 eV) (negro) y el d́ımero Ag2 35808 cm-1 (4,44
eV) (rojo). b) espectro REMPI del d́ımero Ag2 (Ag107-Ag109), en el que se observa la
transición fundamental B ← X y una serie de bandas que aparecen a menores enerǵıas,
las cuales corresponden a excitaciones desde estados vibracionales excitados del estado
electrónico fundamental. c) Espectro REMPI de la Tyr en la región del espectro donde
se espera que absorban los diferentes rotámeros presentes en el haz molecular. En las
figuras b) y c), además se marca con * la enerǵıa de excitación empleada para obtener
los espectros de masas.

modifica, siendo mayor la del ión formado por la excitación resonante. Este resultado es

un indicio de que el haz molecular se encuentra fŕıo vibracionalmente. En la Figura 4.5(b

y c) se muestran los espectros REMPI obtenidos integrando las masas correspondientes

al d́ımero de plata Ag2 (Ag107-Ag109) y a la Tyr, en la región comprendida entre los

35450 cm-1 (4,39 eV) y 35850 cm-1 (4,44 eV). Para la Tyr, se observan una serie de tran-

siciones que corresponden a las excitaciones fundamentales de los distintos rotámeros de

la molécula, las cuales han sido asignadas por deVries y colaboradores.[111] Para el caso

del d́ımero de plata, se observa la transición fundamental al segundo estado electrónico

excitado, junto con una serie de bandas que aparecen a menores enerǵıas, las cuales

corresponden a excitaciones desde estados vibracionales excitados del estado electrónico
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fundamental. Dichas transiciones se encuentran asignadas en el espectro. Ambos espec-

tros REMPI mostrados en la Figura 4.5 presentan una buena relación señal ruido y las

bandas de absorción observadas tiene anchos espectrales estrechos de alrededor de ∼ 4

cm-1, lo que corresponde a una temperatura rotacional comprendida entre 4 K y 10 K

en le haz molecular.

4.2.2. Agregados iónicos

La descripción detallada del esquema experimental empleado para la detección de

especies iónicas generadas por vaporización láser se encuentra en el Caṕıtulo 3. Breve-

mente, a diferencia de la detección de agregados neutros, en los experimentos aqúı des-

critos, se detectaron los agregados iónicos generados mediante el acoplamiento de la

expansión supersónica con la vaporización láser. Por lo que no es necesario una etapa

de ionización en la zona de extracción del espectrómetro.

4.2.2.1. Generación de agregados de cationes metálicos con moléculas orgáni-

cas

De igual manera que en los experimentos descritos en la sección anterior, se realizó la

vaporización de una pastilla de AgNO3 dispersado en carbono grafito y prensado a 5

bar, con el primer armónico (1,16 eV) de un láser de Nd:YAG. La pluma de ablación

fue acoplada a una expansión supersónica de 3 bar de Ar sembrada con vapor de Tol o

Pyr. En la Figura 4.6(a y b) se muestran los espectros de masas de las especies iónicas

generadas durante el proceso de ablación y expansión.

En la Figura 4.6a se observa que cuando la expansión es sembrada con Tol, se

producen agregados del tipo [Ag1(Tol)j]
+ con j = 1 y 2. Además de dichos agregados,

en el espectro de masas se detecta la presencia de aductos de solvatación del catión

Ag+ con hasta tres moléculas de agua, y la solvatación con una molécula de agua del

agregado [Ag1(MOv)1]
+. Por otro lado, en la Figura 4.6b se muestra un espectro de

masas obtenido cuando la expansión supersónica es sembrada con Pyr, en el cual se

observa la presencia del catión Ag+, y agregados del tipo [Ag1(Pyr)m]+ con hasta tres

moléculas de Pyr, siendo el agregado con estequeometŕıa 1 : 1 el más abundante en el

haz molecular.
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Figura 4.6: Generación de agregados moleculares del tipo [Agn(MOv)m]+. a) Ex-
pansión supersónica sembrada con Tol, b) expansión supersónica sembrada con Pyr.
En ambos casos la vaporización láser se realizó mediante la irradiación con el primer
armónico de un láser de Nd:YAG, sobre una muestra sólida de AgNO3 dispersado en
carbono grafito y prensada a 5 bar.

Los resultados expuestos en esta sección son marcadamente diferentes a los obteni-

dos por fotoinozación de agregados neutros. Como se mostró en la Sección 4.2.1.2, no se

logró observar ningún tipo de agregado neutro del átomo de Ag con moléculas orgánicas.

Mientras que por otro lado, como se observa en la Figura 4.6, la generación y detección

de agregados iónicos del catión Ag+ con moléculas orgánicas se llevó a cabo con éxito.

4.3. Análisis y Discusión

De los resultados presentados en la Sección 4.2 surgen dos puntos a analizar. Por

un lado, en cuanto a los resultados obtenidos por fotoionización de agregados neutros,
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Sección 4.2.1.2, el hecho más importante a destacar es la marcada diferencia observada

al intentar obtener agregados neutros con Ba o Ag. Para el caso del Ba, la generación

y detección de agregados moleculares del tipo [Ban(Tol)m]no reviste mayor dificultad.

En contraposición, en el caso del átomo de Ag, más allá de haber explorado una gran

diversidad de variables experimentales, en ningún momento se logró detectar agrega-

dos entre éste y las moléculas orgánicas empleadas para tal fin. El segundo punto a

destacar surge de la comparación de los resultados mostrados en las Secciones 4.2.1.2

y 4.2.2.1. Esta comparación establece que, si bien no se logró detectar agregado neu-

tros de Ag con moléculas orgánicas, fue posible obtener agregados en estado iónico del

tipo [Agn(Tol)m]+y [(Ag)n(Pyr)m]+. Las causas que originan éstas diferencias no resul-

tan evidentes, algunas hipótesis que se podŕıan plantear para racionalizar los resultados

obtenidos son:

· La existencia de problemas en el sistema de generación, detección de agregados, o en-

friamiento poco eficiente.

· Baja afinidad entre el átomo de Ag en el estado neutro con las moléculas empleadas

para generar los agregados.

· Los agregados de Ag con moléculas aromáticas si se producen, pero sus propiedades

espectroscópicas imposibilitan su detección mediante fotoionización.

Los resultados mostrados en la Sección 4.2.1 permiten descartar la primera hipóte-

sis. En la Figura 4.1, se observa que bajo las condiciones experimentales descritas es

posible generar agregados moleculares del tipo (Tol)n con hasta 12 moléculas de Tol,

lo que constituye una fuerte evidencia de que el sistema diseñado y construido durante

el desarrollo de ésta tesis, funciona exitosamente en lo que respecta a la generación de

agregados moleculares mediante expansiones supersónicas y detección por fotoionización

acoplada a espectrometŕıa de masas.

Más aún, los resultados mostrados en la Figura 4.2 muestran que el acoplameinto

entre la expansión supersónica y la vaporización láser funciona, en el sentido de que

el enfriamiento producido por la expansión es suficiente para generar agregados entre

moléculas orgánicas sembradas en la expansión supersónica y átomos metálicos produci-

dos por la vaporización. Podŕıa sugerirse que, el hecho de que el sistema de enfriamiento

a través de la expansión supersónica sea eficiente para la generación de agregados del ti-

po [Ban(Tol)m], no es una evidencia directa de que también lo sea cuando se lleva a cabo
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la vaporización láser de muestras de Ag o AgNO3. Sin embargo, los espectros REMPI

mostrados en la Figura 4.5(b y c) apuntan en la dirección opuesta. Ambos espectros

presentan una buena relación señal/ruido y transiciones estrechas de alrededor de ∼4

cm-1, lo que indica que tanto el d́ımero de Ag2 como la Tyr se obtienen fŕıos. En la

Figura 4.7 se muestra a modo de comparación, en negro, el espectro REMPI de la Tyr

ya mostrado en la Figura 4.5c, y en rojo el obtenido por deVries y colaboradores para

la misma molécula.[111] En ésta puede observarse un excelente acuerdo entre ambos

Figura 4.7: En negro espectro REMPI de la Tyr mostrado en la Figura 4.5c, en rojo
el espectro de la misma molécula publicado en la cita [111]. Las letras (a-g) indican el
origen de la transición electrónica de los diferentes rotámeros asignados en la misma
publicación.

espectros. Cabe recalcar que las transiciones observadas en la zona espectral explora-

da, corresponde al origen de las transiciones electrónicas de diferentes rotámeros de la

molécula, distinguidos por los autores con las letras (a-g),[111] por lo que la diferencia de

las intensidades relativas de las bandas indica que la distribución poblacional de dichos

rotámeros es diferente. Sin embargo, la excelente resolución espectral obtenida, permite

descartar la posibilidad de que la temperatura el haz molecular sea elevada.

En cuanto a la segunda hipótesis planteada, se realizaron cálculos computacionales

a nivel DFT/b3lyp con el programa Gaussian 09 [112] para evaluar la posibilidad de que

las diferencias encontradas en el comportamiento del Ba, Ag y el catión Ag+ se deba a la
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enerǵıa de interacción entre dichas especies y la molécula orgánica utilizada para generar

los agregados. En la Figura 4.8 se resumen de forma esquemática los resultados obtenidos

para las enerǵıas de la interacción de Ba, Ag, Ba+ y Ag+ con el Tol. En esta Figura

se detallan los potenciales de ionización verticales (Ipvert) y adiabáticos (Ipad) para las

especies con Ba y Ag, y la enerǵıa de disociación de los agregados neutros e iónicos (d0).

Puede observarse que para ambas especies metálicas, la enerǵıa de interacción con el

Tol en el estado neutro es considerablemente más baja que en el estado iónico, siendo

0,25 eV y 1,87 eV para Ag y Ag+ y 0,19 eV y 1,56 para Ba y Ba+, respectivamente.

A la luz de éstos resultados podŕıa esperarse que, el hecho de observar los agregados

iónicos de Ag+ y no los agregados neutros de Ag, se deba a la gran diferencia en sus

enerǵıas de enlace. Sin embargo, es posible observar los agregados de Tol con Ba neutro,

cuya enerǵıa de interacción es similar a la correspondiente enerǵıa de interacción de

Ag con Tol. Si bien estos resultados no permiten descartar por completo la segunda

hipótesis, es de esperar que los agregados neutros de Ag se formen de igual manera que

los correspondientes agregados de Ba y que la diferencia observada se deba a diferentes

mecanismos involucrados en el proceso de fotoionización-detección, como se planteó en

la tercera hipótesis.

De la Figura 4.8 se observa una gran diferencia entre las enerǵıas de ionización, tanto

verticales como adiabáticas, de los agregados [(Ba)1(Tol)1] y [(Ag)1(Tol)1]. En el caso del

primero, tanto el Ipvert como el Ipad, se encuentran por debajo de la enerǵıa del fotón de

ionización de 4,66 eV (37594 cm-1), por lo cual es posible ionizar el complejo mediante la

absorción de un único fotón, sin la necesidad de acceder a estados electrónicos excitado

intermedios. Por el contrario, tanto el Ipvert como el Ipad del agregado [(Ag)1(Tol)1] se

encuentran por encima de la enerǵıa del fotón de ionización, lo cual requiere la absorción

de al menos dos fotones de 4,66 eV para alcanzar el estado iónico. Esto implica que

la absorción del primer fotón promueva al agregado a un estado electrónico excitado

intermedio, cuyo tiempo de vida debe ser los suficientemente largo como para permitir

la absorción del segundo fotón. Este tiempo de vida largo está asociado al ancho temporal

del pulso del láser utilizado. En el caso de láseres con pulsos de ns, como los utilizados

en este trabajo, este tiempo de vida no debe ser inferior a 0,5 ns, lo que requiere que la

desactivación no-radiativa del estado excitado sea despreciable.

En tal sentido, se calcularon las enerǵıas de excitación verticales de los cuatro prime-

ros estados electrónicos excitados singletes, S1, S2, S3 y S4, a nivel de teoŕıa RI-ADC(2)
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Figura 4.8: Interacción Ag· · ·Tol y Ba· · ·Tol. S0 y D0 corresponden a los estados
electrónicos fundamentales neutros e iónicos. d0 corresponden a las enerǵıas de disocia-
ción de cada agregado en el estado neutro e iónico. Además se muestran las potenciales
de ionización (Ip) vertical Ipvert y adiabático Ipad. Los estado S1-4 son los primeros 4
estados electrónicos siglete del agregado [(Ag)1(Tol)1]. Las simulaciones de los estado
electrónicos fundamentales neutros e iónicos se realizaron al nivel de teoŕıa DFT/b3lyp
utilizando para los átomos C y H las bases 6-311G++(d,p) y para los metales Ag,
Ag+, Ba y Ba+ el pseudopotencial SDD más su base correspondiente incorporados
en el paquete de cálculo GAUSSIAN 09; y [112] posteriormente re-evaluados al nivel
MP2/cc-VDZ con el paquete de cálculo Turbomole.[113] Las simulaciónes de los esta-
dos electrónicos excitados se realizaron al nivel de teoŕıa RI-ADC(2)/cc-VDZ con el
paquete de cálculo Turbomole.[113].
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con el programa Turbomole,[113] lo cuales también se muestran en la Figura 4.8 de

manera esquemática.

Claramente se observa que las energias de las transiciónes a los estados S1, S2, S3

son menores en enerǵıa que la correspondientes transiciones fundamentales del átomo de

plata 4d105p1 2P1/2 ← 4d105s1 2S1/2 (29585 cm-1, 3,66 eV) y al primer estado electrónico

de Tol, 37594 cm-1 (4,66 eV). Esto es debido a la presencia de la molécula aromática que

posee orbitales moleculares cercanos en enerǵıa a los del átomo de Ag, que conducen a

la existencia de estados de transferencia de carga a bajas enerǵıas de excitación. Por lo

cual, a las enerǵıas de excitación del fotón de 4,66 eV (37594 cm-1) se espera una gran

congestión de estados excitados, los cuales pueden interaccionar entre ellos para conducir

a procesos de desactivación no-radiativa ultra-rápidos, dando lugar a un tiempo de vida

del estado excitado intermedio muy corto como para permitir la absorción del segundo

fotón de manera eficiente. Como consecuencia, independientemente de que el agregado

neutro se haya formado, no es posible detectarlo con este esquema experimental.

El experimento óptimo seŕıa usar el estado S1 como intermediario, sin embargo en

el laboratorio no se encuentra disponible la emisión láser en torno a los 25000 cm-1.

Estos resultados son una muestra de la importancia de las interacciones intermole-

culares en la sintonización de los espectros de excitación de los agregados metálicos con

moléculas orgánicas aromáticas.

4.4. Conclusiones

Durante el desarrollo de este caṕıtulo se estudió la interacción de moléculas orgáni-

cas con átomos y cationes metálicos. En una primera instancia, se probó el funcionamien-

to del sistema experimental desarrollado durante esta tesis, en cuanto a su capacidad

de generar agregados moleculares, de moléculas aromáticas volátiles (MOv) a partir de

expansiones supersónicas, o expansiones supersónicas acopladas a vaporización láser de

metales y MOv.

Los resultados obtenidos en cuanto a la generación de agregados por la expansión

supersónica de MOv muestran que es posible generar agregados del tipo (Tol)n con
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n=1-12, lo que constituye una fuerte evidencia de que el sistema diseñado y construi-

do funciona exitosamente en lo que respecta a la generación de agregados moleculares

mediante expansiones supersónicas y detección por fotoionización acoplada a espectro-

metŕıa de masas. Posteriormente, los experimentos realizados acoplando la expansión

supersónica sembrada con Tol junto con la vaporización láser de Ba metálico, muestran

que dicho acoplamiento funciona existosamente, en el sentido de que el enfriamiento

producido por la expansión es suficiente para enfriar colisionalmente el producto de la

vaporización y generar agregados entre moléculas orgánicas sembradas en la expansión

y átomos metálicos producidos por la vaporización.

Más allá de que el sistema experimental parece funcionar correctamente para la

generación de agregados del tipo [Ban(Tol)m], no se logró obtener agregados del átomo

de Ag o Agn con moléculas orgánicas, a pesar de haber explorado una gran variedad de

variables experimentales como el sustrato empleado para la vaporización, la molécula

orgánica empleada para generar los agregados, la naturaleza y presión del gas “carrier”,

la longitud de onda de la radiación empleada para la vaporización e ionización, y la sin-

cronización del experimento. De manera notable, la generación y detección de agregados

del catión Ag+ con Tol y Pyr generados en estado iónico a partir de la vaporización láser

no revistió mayor dificultad.

La discusión llevada a cabo acerca de la naturaleza de la interacción de Ba, Ba+, Ag

y Ag+ con el Tol parecen indicar que las diferencias observadas en el comportamiento de

estas especies no se debe a la enerǵıa de interacción o a la estabilidad de los agregados

en el estado neutro, sino a la eficiencia de detección de los agregados neutros por medio

del esquema de fotoinización utilizado.

En el caso de los agregados de MOv con Ba, la enerǵıa de ionización de los mismos

se encuentra por debajo de la enerǵıa del fotón de ionización de 4,66 eV (Ipvert= 4,36

eV, Ipad=4,06 eV), lo cual posibilita su ionización por absorción de un solo fotón. Por

el contrario, los agregados con Ag poseen un potencial de ionización de mayor enerǵıa

que la del fotón, lo cual hace necesaria la absorción de dos fotones de 4,66 eV, utilizando

un estado electrónico excitado intermediario para la absorción del segundo fotón. Los

cálculos teóricos muestras que a la enerǵıa de excitación del primer fotón debe existir

una gran congestión de estados electrónicos excitados que pueden inducir procesos de

desactivación no-radiativa del estado electrónico intermediario, conduciendo a un tiempo
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de vida muy corto para dicho estado, lo que imposibilita la absorción eficiente del segundo

fotón, cuando se utilizan láseres con pulsos de nanosegundos. Por lo tanto, el proceso

de ionización necesario para la detección de los agregados neutros, no se lleva a cabo

independientemente de que los mismos hayan sido generados.

Éstos resultados son una muestra de la importancia de las interacciones intermole-

culares en la sintonización de los espectros de excitación de los agregados metálicos con

moléculas orgánicas, debido a que la interacción Ag· · ·Tol modifica en gran medida la

enerǵıa de excitación del agregado en comparación del átomo de Ag y Tol por separados.

La imposibilidad de detectar agregados de Ag neutros por fotoionización marcó un

punto de inflexión en el desarrollo de este trabajo de tesis, y significó un vuelco hacia el

estudio de agregados catiónicos, los cuales se detallan los Caṕıtulos 5 y 6.
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5.1. Introducción

En una primera instancia se estudió la espectroscoṕıa de sistemas protonados, por

dos razones principales. Por un lado, y desde un punto de vista experimental, la gran

versatilidad de las fuentes de electrospray para la generación de agregados protonados

era un punto de partida alentador para el estudio de la interacción de las bases del AD-

N/ARN con cationes. Si bien, como se verá a continuación, los antecedentes bibliográficos

respecto al estudio de la espectroscoṕıa electrónica de dichos sistemas al momento de

realizar esta tesis era casi nula, se contaba con cierta información bibliográfica de es-

pectroscoṕıa de DMIR que daba cuenta de los tautómeros de las bases pirimid́ınicas

protonadas que se generan en fase gaseosa mediante electrospray. Por otro lado, estu-

diar la espectroscoṕıa de los sistemas protonados, sentaŕıa una base para establecer por

comparación el efecto de la sustitución del protón por un catión metálico.

En el presente caṕıtulo se presentan los resultados obtenidos acerca de la espectros-

coṕıa de bases de ADN/ARN protonados y homod́ımeros protonados de las tres bases

pirimid́ınicas, obtenidos mediante espectroscoṕıa de fragmentación UV de iones fŕıos y

cálculos de estructura electrónica.

5.1.1. Nota sobre la nomenclatura empleada para los sistemas proto-

nados

Las bases del ADN/ARN son moléculas complejas desde el punto de vista estruc-

tural, debido a que pueden existir en diversos estados tautoméricos, sumado al hecho

de que poseen varios grupos funcionales. Por estos motivos, los cationes pueden interac-

cionar con las nucleobases en más de un sitio. Es por ésto que, es necesario definir una

nomenclatura sistemática lo suficientemente expĺıcita, que facilite la interpretación de

la estructura molecular a partir del nombre asignado sin ambigüedades.

En el caso de los monómeros protonados de las bases pirimid́ınicas, las diferentes

estructuras obtenidas son nomencladas según la tautomeŕıa de la molécula luego de la

protonación. Se utilizan las letras A, E, K, I, para dar cuenta de los grupos fucionales

amino, enol, ceto e imino, respectivamente. Por ejemplo, el nombre EA+ de la citosina,

indica que la protonación conlleva a una estructura con funcionaleidad enol-amino. El
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caso de las bases púricas portonadas es ligeramente más complejo, por lo que, al sis-

tema anteriormente descrito, se le agrega (nH) para dar cuenta de cuales nintrógenos

heteroćıclicos se encuentran protonados.

En el caso de los d́ımeros protonados de las bases pirimid́ıncas, se utiliza la misma

convención establecida para los monómeros. En este caso, se utilizan dos letras para la

entidad protonada y dos letras para la entidad neutra, los nombres siempre empiezan con

la base protonada. De esta forma, KE+· · ·EK indica que tanto en la base protonada como

la neutra, los grupos funcionales se encuentran uno en estado ceto y otro en estado enol.

El orden en el nombre se elige para indicar los grupos funcionales que interaccionan por

puente hidrógeno, de forma tal que el primer grupo de la entidad protonada interaccione

con el primer grupo nombrado de la entidad neutra, y lo mismo con el segundo grupo. En

el ejemplo dado, el grupo ceto de la entidad protonada interacciona por puente hidrógeno

con el grupo enólico de la molécula neutra, y el grupo enol de la entidad protonada

interacciona con el grupo ceto de la molécula neutra. Además, pueden anteponerse los

prefijos cis y trans en el caso de existir ambigüedades surgidas de la asimetŕıa del d́ımero

respecto a los grupos funcionales de las bases.

5.1.2. Motivación y antecedentes

Estudiar y entender la respuesta de las bases del ADN/ARN a la radicación UV es

de fundamental importancia, debido a que su fotoqúımica juega un papel preponderante

en los mecanismos de daño fotoqúımico. Aśı mismo, se cree desde hace tiempo, que

dichos mecanismos de respuesta fotoqúımica han sido de gran importancia en la etapa

de la qúımica pre-biótica, en la evolución de las macromoléculas auto-replicantes piezas

fundamentales de la vida que hoy conocemos.[58] En los últimos años, un gran número de

estudios tanto teóricos como experimentales se han abocado a investigar estos sistemas

en fase gaseosa, “el estado del arte” de la espectroscoṕıa de estos ladrillos fundamentales

para la vida se encuentra condensado en tres revisiones recientes del tema. [58–60]

Las bases del ADN y ARN son estructuralmente complejas, debido a que pueden

existir en diversas formas tautoméricas. Sin embargo, en la formación de la doble hélice

del ADN sólo se encuentran involucrados los tautómeros canónicos de las bases (véase

Figura 5.1), lo que posibilita un preciso “reconocimiento” molecular entre citosina (C) y

guanina (G) mediante tres puentes hidrógeno, y entre adenina (A) y timina (T) mediante
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dos puentes hidrógeno. Este reconocimiento molecular es esencial en la conservación de

la información genética codificada en el ADN. El tiempo de vida del estado excitado de

las bases del ADN/ARN depende fuertemente del estado tautomérico de éstas. Es sabido

que el tiempo de vida en el estado excitado de los tautómeros canónicos es órdenes de

magnitud menor que el del resto de los posibles tautómeros de las bases, hecho que se

considera asociado a un mecanismo de foto-protección del ADN. [58–60]

Figura 5.1: Estructuras de Watson-Crick (WC) de los pares de bases del ADN. Las
flechas rojas indican los posibles sitios de protonación a través de una reacción de
transferencia de protón “interna”, entre las bases que forman los pares de WC.

En bibliograf́ıa se pueden encontrar un gran número de publicaciones respecto al

estudio de la espectroscoṕıa de las bases del ADN neutras.[58–60] Sin embargo, existe

cierta dispersión en la interpretación de los resultados experimentales, sobre todo en

cuanto a la asignación de los tautómeros responsables de la respuesta espectroscópica

observada, y la relación entre dicha asignación y los tiempos de vida medidos mediante

técnicas “bombeo y prueba” con láseres de femtosegundos. A continuación se realiza un

breve resumen de lo que se considera el estado del arte de la espectroscoṕıa de las bases

del AND/ARN neutras: [58–60]

· En el caso de la C neutra en fase gaseosa, el espectro REMPI muestra dos bandas de

absorción con oŕıgenes en 32000 cm-1 y 36000 cm-1, que fueron asignadas a los tatutóme-

ros, KA, presente en el ADN, y EA, respectivamente.[114] Además, por espectroscoṕıa

de microondas con transformada de Fourier, se detectaron todos los tautómeros posibles

de la citosina neutra KA, EA-cis, EA-trans, KI-cis y KI-trans, donde cis y trans hace

referencia a la posición del protón (del grupo A o I) respecto al N3 de lá molécula.[115]

· Para T y U neutros, tanto las mediciones de espectroscoṕıa electrónica como de micro-

ondas apuntan al hecho de que en fase gaseosa el tautómero más abundante es el di-ceto
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(KK) presente en el ADN y ARN, con oŕıgenes de la transición electrónica a 36400 cm-1

y 35288 cm-1 respectivamente.[58]

· En el caso de A, el espectro electrónico obtenido por espectroscoṕıa REMPI, consiste

en una serie de picos poco intensos y bien definidos entre de 36062 cm-1 y 36240 cm-1, y

a partir de 36248 cm-1 se observa una banda ancha de absorción. Se ha establecido que

esta respuesta espectroscópica se debe a la excitación a dos estados electrónicos, uno de

carácter ππ∗ y otro de carácter nπ∗ del tautómero canónico de la nucleobase.[58]

· El caso de G neutra es particularmente complejo, ya que los cálculos ab-initio indican

que los tatutómeros KA 9H y 7H son los más estables, seguidos por los correspondientes

tautómeros enólicos (EA 9H y 7H).[58] Mediante espectroscoṕıa REMPI se identificaron

cuatro bandas de absorción con oŕıgenes a 32864 cm-1, 33269 cm-1, 33928 cm-1 y 34773

cm-1. Sin embargo, mediante técnicas de doble resonancia (IR+UV), se encontró que

ninguna de las bandas observadas corresponde a la excitación del tautómero canóni-

co KA 9H, sino que se asignaron a los tautómeros EA 7H, KI 7H, KI 9H y EA 9H

respectivamente.[58, 70, 116] Este resultado podŕıa llevar a la errada conclusión de que

el tautómero canónico no existe en fase gaseosa, sin embargo dicho tautómero śı fue

detectado por técnicas que no involucran la población “efectiva” del estado electrónico

excitado, como espectroscoṕıa de microondas con transformada de Fourier [117] y espec-

troscoṕıa de efecto Stark en nanogotas de helio.[70] El hecho de que el tautómero canóni-

co de la guanina no pueda detectarse por espectroscoṕıa electrónica se atribuyó entonces

a que el mismo tiene un tiempo de vida extremadamente corto en el estado electrónico

excitado, lo que hace imposible su detección mediante técnicas que requieren la pobla-

ción de este estado para su detección. Los tiempos de vida de todos los tautómeros no

canónicos están en el orden de las decenas de nanosegundos,[59] mientras que mediciones

de “bombeo y prueba” con láseres de femtosegundos mostraron que el tiempo de vida

del tautómero canónico es de apenas 0,8 ps. [58] Éste es un ejemplo contundente del

efecto del tautomerismo en el tiempo de vida del estado electrónico excitado.

· Para los tautómeros canónicos de las bases, el tiempo de vida del estado electrónico

excitado estimado con láseres de femtosegundos en fase gaseosa es de 0,8; 1,0; 2,4; 3,2; y

6,4 ps para guanina, adenina, uracilo, citosina y timina, respectivamente. Los tiempos de

vida de los estados excitados de los tautómeros no canónicos de las bases del ADN/ARN

son del orden de los nanosegundos.[58–60]



Capitulo 5. Interacción de Bases del ADN/ARN con Protón 98

Las bases del ADN/ARN son susceptibles a ser protonadas, ya sea en reacciones

de transferencia de protón o por otros mecanismos de reacción.[118, 119] Los procesos

de protonación de las bases del ADN/ARN son de gran importancia debido a que ge-

neran como producto, tautómeros alternativos a los canónicos. La existencia de estos

tautómeros no canónicos puede producir un incremento del tiempo de vida del estado

electrónico excitado, [58–60] o mutaciones ya sea en el proceso de replicación del ADN o

transcripción a ARN, debido a fallas en el reconocimiento molecular de las bases.[119–

124]

Sobolewski y Domcke[125] propusieron que el mecanismo principal de desactivación

de la excitación electrónica en el par CG de Watson Crick (WC) en fase gaseosa, consiste

en una reacción de transferencia de Hidrógeno/Protón, de la base púrica a la pirimid́ınica,

en el estado electrónico excitado del par. Por esto, dentro de un esquema “bottom-

up” para construir un modelo completo de la fotoqúımica y fotof́ısica del ADN, es de

primordial importancia conocer la estructura de las bases del ADN protonadas, sus

formas tautoméricas y estabilidad relativa, el efecto de la protonación en el tiempo de

vida del estado electrónico excitado y en los espectros de absorción. Sin embargo, en

comparación con la vasta bibliograf́ıa existente acerca de la fotoqúımica y fotof́ısica de

las bases neutras de ADN, [58–60] se han realizado muy pocos estudios detallados de la

espectroscoṕıa de dichas moléculas protonadas.[119–121, 126–128]

A continuación resumimos los pocos antecedentes existentes al momento de la reali-

zación de esta tesis, respecto a la espectroscoṕıa de las bases del ADN/ARN protonadas

en fase gaseosa:

· Mediante espectroscoṕıa de DMIR Maitre y colaboradores dilucidaron la estructura de

las bases pirimid́ınicas protonadas del ADN/ARN, generadas por electrospray.[119] En

el caso de la [CH]+ encontraron que el espectro de DMIR está dominado por la presencia

de los modos vibracionales del tautómero protonado más estable, EA+. Sin embargo,

también se encontró una pequeña banda de a 1800 cm-1 (estiramiento C=O) que indica

que el tautómero KA+, segundo en estabilidad, también se encuentra en fase gaseosa. La

espectrocoṕıa de DMIR arroja resultados similares para el caso del [UH]+ y la [TH]+.

Para ambas especies, el espectro se encuentra dominado por las señas espectrales del

tautómero protonado más estable, EE+, aunque a 1800 cm-1 se observa una banda poco

intensa, que indica la presencia del segundo tautómero más estable de [TH]+ y [UH]+ con

estructura KE+.
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· De las bases puricas, sólo se encuentra en bibliograf́ıa estudios respecto a la espectros-

coṕıa electrónica de la [AH]+.[126–128] Dichos estudios fueron realizados mediante FUV,

e indican que, la enerǵıa de la excitación al primer estado electrónico excitado de [AH]+es

similar a la correspondiente enerǵıa de excitación del tautómero canónico neturo A 9H.

En el espectro de fragmentación se observó un continuo de absorción, acompañado de

bandas anchas que aparecen a 1000 cm-1 luego del origen de la absorción continua. Los

autores señalan que el ensanchamiento de las bandas se debe a un tiempo de vida corto

en el estado excitado, y que si bien el tatuómero protonado más estable es el A 1H-9H,

no pueden descartar la presencia del tautómero A 3H-7H en el haz molecular.

En este caṕıtulo se muestran los resultados obtenidos acerca de la espectroscoṕıa

electrónica de las bases protonadas del ADN/ARN, y los homod́ımeros protonados de

las bases pirimid́ınicas. Los experimentos de espectrometŕıa de masas en trampas iónicas

de baja temperatura acopladas a espectroscoṕıa láser de FUV, permitieron obtener por

primera vez los espectros de electrónicos de dichos sistemas, y con estos resultados, sus

enerǵıas de excitación y una estimación de los tiempos de vida de los estados electrónicos

excitados.

5.2. Resutados

5.2.1. Monómeros protonados

Los espectros de FUV de las cuatro bases protonadas del ADN ([CH]+, [TH]+,

[GH]+, [AH]+), más el espectro del uracilo protonado ([UH]+) se muestra en la Figu-

ra 5.2, las estructuras de los tautómeros se agregaron en la misma figura para ayudar a

la lectura de la discusión de la Sección 5.3. Cabe recalcar que, el proceso de obtención

de estos espectros se continuó hasta enerǵıas por debajo de 24390 cm-1 (3 eV), pero no

se observaron más bandas de absorción que las que aqúı se muestran. Ésto indica que

el origen de las bandas de absorción mostradas, corresponden al origen de la transición

electrónica al primer estado electrónico excitado de cada base protonada.

Para las bases protonadas, se encontró que los canales de fragmentación correspon-

den a la pérdida de alguno de los siguientes grupos NH3, H2O, HNCO o H2NCN. Éstos

son los mismos fragmentos observados mediante experimentos de disociación inducida
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Figura 5.2: Espectros de FUV de las bases del ADN/ARN protonadas. Los espectros
fueron colectados siguiendo diferentes canales de fragmentación. En negro se muestra
la pérdida de HNCO o H2NCN, en rojo la pérdida de H2O o NCO y en azul la pérdida
de NH3. Tanto [CH]+, [UH]+ y [AH]+ presentan dos bandas de absorción, mientras que
el resto de las bases protonadas presentan sólo una.

por colisiones (CID) o espectroscoṕıa de disociación multifotónica infrarroja (DMIR), lo

que da indicios de que la fragmentación ocurre en el estado fundamental (S0) luego de

la conversión interna (CI) desde el estado excitado al mismo. Vale la pena recordar en

este punto que, como se mencionó en la Sección 2.4.3, la absorción de un fotón UV (por

ejemplo, 310 nm) seguida de la CI al estado S0, produce iones en el estado electrónico

fundamental con un exceso de enerǵıa vibracional de alrededor de 4 eV. Esta excita-

ción vibracional, está por encima del ĺımite de disociación de cualquiera de las especies

aqúı estudiadas, por lo que se puede descartar la posibilidad de no observar una banda

de absorción debido a bajos rendimientos de fragmentación.

En la Figura 5.2 puede observarse que todos de los sistemas estudiados presentan

estructuras vibracionales en sus espectros y en la mayoŕıa de ellos dichas bandas vibra-

cionales son anchas, exceptuando las regiones de baja enerǵıa de los espectros de [GH]+y

[UH]+.
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Las dos bandas de absorción observadas para [CH]+y [UH]+, en la Figura 5.2, pue-

den atribuirse a la excitación a dos estados electrónicos distintos, o a la presencia de

dos tautómeros de la misma especie. A dichas bandas las llamaremos “roja y azul” en

función a la enerǵıa de excitación a la cual aparecen en el espectro experimental, (roja

hace referencia a la banda de menor enerǵıa y azul a la de mayor enerǵıa). Por otra

parte, para la tercer base pirimid́ınica [TH]+, sólo se observó una banda de absorción en

la región comprendida entre 34250 cm-1 y 44250 cm-1. En la Figura 5.3, se muestra una

ampliación de los espectros FUV, en la región del origen de cada banda de absorción

Figura 5.3: Ampliación del origen de la transición electrónica de las bases pirimid́ıni-
cas protonadas. Las bandas vibracionales fueron ajustadas con funciones Voigt. Puede
observarse que en general dichas bandas son anchas, exceptuando la progresión vibra-
cional de la transición electrónica de menor enerǵıa del uracilo protonado ([UH]+rojo).
El ancho gaussiano se fijó a 12 cm-1 para dar cuenta del ancho de banda del láser utili-
zado y del contorno rotacional. FWHM es el ancho de media altura de la contribución
Lorentziana al perfil Voigt.

observada para las distintas bases pirimid́ınicas. En esta figura puede observarse clara-

mente que las transiciones vibracionales son anchas, exceptuando el caso de la banda

roja de [UH]+. Además en la misma figura se muestran los ajustes realizados con fun-

ciones Voigt de cada banda (verde) y el ajuste total (rojo). El ancho a mitad de altura

FWHM de la contribución Lorentziana al perfil Voigt, se encuentra indicado en la parte

superior derecha de cada panel. En estos ajustes, se fijó el ancho de la función gaussiana

a 12 cm-1 para dar cuenta del ancho de banda del láser y del contorno rotacional. El
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ancho Lorentziano obtenido, permite estimar el tiempo de vida del estado electrónico

excitado debido a que están relacionados por el principio de incertidumbre según:

FWHM(cm−1) = (2cπτ)−1 =
5,3×10−12

τ(s)
(5.1)

Donde FWHM de los picos vibracionales se expresa en cm-1, y τ es el tiempo de vida del

estado electrónico excitado en segundos. Esta aproximación es válida suponiendo que

el ensanchamiento está dado únicamente por el tiempo de vida del estado electrónico

excitado, y no por efectos de congestión espectral, como contorno rotacional y/o modos

normales de baja frecuencia. Cabe recalcar que los tiempos de vidas calculados de ésta

forma son estimaciones, y la validez de esta aproximación se discutirá más adelante en

la Sección 5.3.1.

En la Figura 5.4 se muestra una ampliación del origen de la transición electrónica

de las bases púricas protonadas. En el caso de [GH]+se puede observar un espectro con

buena resolución y bandas bien definidas, cuyo ancho Voight es de (12±2) cm-1 el cual

está limitado por la resolución del láser y el contorno rotacional, por lo que el FWHM

Lorentziano se estima menor a 1 cm-1. Por el contrario, la [AH]+presenta dos sistema

de bandas anchas, compuesta de una absorción sin estructura al rojo del espectro y otro

grupo de bandas de absorción que comienzan 1000 cm-1 al azul del origen de la transición

de menor enerǵıa. En este punto es importante notar que, en la zona de menor enerǵıa, la

intensidad de los dos fragmentos (pérdida de NH3 y H2NCN) es igual. Por el contrario

al azul del espectro, la intensidad del fragmento originado por la pérdida de NH3 es

mayor al originado por la pérdida del grupo H2NCN. Esta diferencia en las eficiencias

de fragmentación entre las bandas al rojo y azul del espectro, pueden deberse a que

dichas bandas son originadas por la excitación a diferentes estados electrónicos, o por la

excitación de diferentes tautómeros.

En la Tabla 5.1 se muestran los tiempos de vida estimados a partir de la Ecua-

ción 5.1. En ésta puede verse que, para la mayoŕıa de las bases protonadas, los tiempos

de vida del estado electrónico excitado se encuentran entre 30 fs y 100 fs (±20 fs), ex-

ceptuando a el sistema rojo del [UH]+y la [GH]+, para los cuales los tiempos de vida

son uno y dos órdenes de magnitud mayores respectivamente.
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Figura 5.4: Ensanchamiento vibracional de las bandas de FUV de las bases púricas
protonadas

Tabla 5.1: Estimación del tiempo de vida del estado electrónico excitado para las bases
del ADN/ARN protonadas y los homod́ımeros protonados de las bases pirimid́ınicas.
En el caso de las bases en las que se observó más de una banda de absorción, se distingue
entre “rojo” y “azul” el tiempo de vida obtenido para cada sistema, dependiendo la
posición relativa entre ambas bandas en el espectro. Los anchos de banda informados
corresponden a la contribución Lorentziana al perfil Voigt utilizado para ajustar las
transiciones. En todos los casos, el ancho de banda Gaussino se fijó en 12 cm-1 para dar
cuanta del contorno rotacional y el ancho de banda del láser.

 

Base Protonada/ 

Dimero Protonado 

 

FWHM Medido (cm
-1

) Tiempo de Vida estimado (fs) 

[UH]
+
 rojo                       16 ± 5 ≥330 

[UH]
+
 azul                    133 ± 15 40 ± 20 

[U2H]
+
 Dímero 33 ± 10                    160 ± 20 

[TH]
+
                      91 ± 20 58 ± 20 

[T2H]
+
 Dímero < 1 >5000 

[CH]
+
 rojo                      40 ± 10                    133 ± 20 

[CH]
+
 azul                      54 ± 10 98 ± 20 

[C2H]
+
 Dímero 62 ± 10 85 ± 20 

[AH]
+ 

azul                    177 ± 20 30 ± 20 

[GH]
+ 

< 1 >5000 

5.2.2. Dı́meros protonados de bases pirimid́ınicas

Los espectros FUV de los tres homodimeros de las bases pirimid́ınicas ([C2H]+,

[T2H]+ y [U2H]+) se muestran en la Figura 5.5. Al igual que en el caso de los monómeros

protonados, la adquisición de los espectros se continuó hasta enerǵıas por debajo de

24390 cm-1 (3 eV), pero no se observaron más bandas de absorción que las que se

muestran en la Figura 5.5, por lo que las bandas encontradas, corresponden al origen
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de la transición electrónica al primer estado electrónico excitado. En la misma figura,

a los fines de facilitar la comparación se señalan los oŕıgenes de las transiciones de los

correspondientes monómeros protonados, mostrados en la Figura 5.2

Figura 5.5: Espectros FUV de los homod́ımeros protonados de las bases pirmid́ınicas.
En todos los casos los espectros fueron colectados siguiendo el único canal de frag-
mentación observado, que consiste en la pérdida de una base neutra. A los fines de
facilitar la comparación, se señala en azul y rojo el origen de la transición electrónica
de cada monómero protonado. Para la [TH]+ se señala en linea de trazos el origen de
la transición electrónica del tautómero KE+, que se encuentra fuera de escala, según la
predicción teórica.

Los espectros de todos los homod́ımeros estudiados presentan bandas anchas de

absorción en la región UV, y a diferencia de lo que ocurre con [CH]+ y [UH]+, para

los dimeros [C2H]+ y [U2H]+ se observó una única banda de absorción. Como puede

observarse en la Figura 5.5 los espectros de los tres sistemas estudiados comienzan entre

los 33500 cm-1 - 35000 cm-1 (4,15 eV - 4,34 eV) y se extienden por al menos 9000 cm-1.

En todos los casos, el único canal de fotofragmentación observado fue la pérdida de una

base neutra, lo que es esperable dado que corresponde a la ruptura del enlace más débil

en el d́ımero.

En la Figura 5.6, se muestra una ampliación de los espectros FUV, en la región del

origen de cada banda de absorción para los tres homod́ımeros de las bases pirimid́ınicas.

éstos se encuentran graficados en la misma escala para que la diferencia en el ensancha-

miento vibarcional sea fácilmente apreciable. En esta figura puede observarse claramente

que las transiciones vibracionales son anchas, exceptuando el caso de [T2H]+. Además,

al igual que para los monómeros, en la misma figura se muestran los ajustes realizados

con funciones Voigt de cada banda (verde) y el ajuste total (rojo). El ancho a mitad
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Figura 5.6: Ampliación de la zona del origen de la transición electrónica de los d́ımeros
protonados de las bases pirimid́ınicas del ADN/ARN. Las bandas vibracionales fueron
ajustadas con funciones Voigt. El ancho gaussiano se fijó a 12 cm-1 para dar cuenta del
ancho de banda del láser utilizado y del contorno rotacional. FWHM es el ancho de
media altura de la contribución Lorentziana al perfil Voigt.

de altura FWHM de la contribución Lorentziana al perfil Voigt, se encuentra indicado

en la parte superior derecha de cada panel. En estos ajustes, al igual que en el caso

de los monómeros protonados, se fijó el ancho de la función gaussiana a 12 cm-1 para

dar cuenta del ancho de banda del láser y del contorno rotacional. Mediante el ancho

Lorentziano obtenido, se estimó el tiempo de vida del estado electrónico excitado a par-

tir de la Ecuación 5.1. Los tiempo de vida aśı obtenidos se encuentran tabulados en la

Tabla 5.1. En la misma se observa que los tiempos de vida de los d́ımeros [C2H]+ y

[U2H]+ son cortos, alrededor de 85 fs y 160 fs (±20 fs), respectivamente, mientras que el

comportamiento del [T2H]+ es notablemente distinto, pues el tiempo de vida estimado

para éste es al menos dos ordenes de magnitud mayor.
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5.3. Análisis y Discusión

5.3.1. Validez de la estimación de los tiempos de vida a partir del

ancho de banda

Como se mencionó en la sección anterior, los tiempos de vida del estado electrónico

excitado se estimaron a partir de las contribuciones Lorentzianas a los perfiles Voigt,

utilizadas para ajustar las transiciones vibro-electrónicas de los espectros experimentales,

ya que dicha componente da cuenta del ensanchamiento homogeneo de las bandas. Esta

aproximación es válida únicamente en el caso de que el ensanchamiento esté dado sólo

por el tiempo de vida del estado electrónico excitado, y no por efectos de congestión

espectral, como contorno rotacional y/o modos normales de baja frecuencia.

En el caso de los monómeros protonados, en los espectros en los que se observa una

buena resolución espectral, el sistema rojo del [UH]+ (Figura 5.3) y la [GH]+ (Figura 5.4),

no se identificaron progresiones vibracionales de baja frecuencia (menores que 100 cm-1).

Incluso en el caso del d́ımero [T2H]+ donde se observaron progresiones de ∼25 cm-1, es

posible resolver espectralmente las bandas (Figura 5.6). Por lo que, debido a la simili-

tud estructural entre las bases del ADN/ARN, no se espera que el ensanchamiento del

resto de los sistemas estudiados se deba a progresiones de modos normales de más baja

frecuencia. Esto también se confirmó mediante la simulación del espectro de [CH]+como

se verá en la Sección 5.3.2.1.

Además, es necesario recalcar que debido a la baja temperatura a la cual se lleva a

cabo el experimento (∼30 K), los estados vibracionales excitados del estado electrónico

fundamental no se encuentran poblados. Por lo que, se puede descartar la posibilidad de

que el ancho de las bandas se deba a congestión por “transiciones calientes”. Es decir,

excitaciones desde estados roto-vibracionales excitados en el estado S0.

Con estos hechos en mente, se puede suponer que el ensanchamiento de las bandas

vibracionales está dado únicamente por el efecto del tiempo de vida del estado electrónico

excitado.

Una caracteŕıstica importante a destacar de los resultados obtenidos, es que no se

observa un ensanchamiento progresivo de las bandas a medida que aumenta el exceso de

enerǵıa vibracional. Al contrario de lo que ocurre con algunos de los sistemas neutros,
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como la adenina, para la cual sólo se observan algunas bandas vibracionales bien resueltas

a bajas enerǵıas de excitación, dentro de los 200 cm-1 por encima del origen de la

transición, pero al aumentar el exceso de enerǵıa vibracional aparece una banda de

absorción continua sin estructura, debido a la disminución del tiempo de vida del estado

electrónico excitado.[129, 130] Para los sistemas protonados se observó que el mecanismo

de desactivación rápido no radiativo se mantienen operativo incluso cuando se excita

la transición fundamental, y no se observan cambios drásticos en el ensanchamiento

vibracional al menos en los primeros 1000 cm-1 desde el origen de la transición. A enerǵıas

de excitación más altas, los espectros pierden su estructura, pero esto probablemente se

deba a la congestión espectral producida por el solapamiento de una gran cantidad de

transiciones relacionadas con el aumento de la densidad de estados.

Cabe recalcar que el tiempo de vida aqúı estimado a través de la Ecuación 5.1

corresponde al del estado S1. Este tiempo de vida no da información sobre la cinética

del proceso de disociación que da como producto los fotofragmentos observados, el cual

ocurre en el estado fundamental.

5.3.2. Monómeros protonados

5.3.2.1. Asignación de las estructuras

Para realizar la asignación espectral de los tautómeros se optimizaron las posible

estructuras protonadas en el estado fundamental, y se calcularon las transiciónes vertica-

les y/o adiabáticas al primer estado electrónico excitado. Posteriormente, los resultados

ab initio se compararon con los datos experimentales de la forma que se detalla a con-

tinuación:

Se ha observado que, para molécula aromáticas neutras y protonadas, hay una

buena correlación entre el valor de la enerǵıa de transición 0-0 y la transición adiabática

Ead obtenida a partir de la optimización del estado electrónico excitado al nivel de

teoŕıa RI-ADC(2), siendo el error promedio de ± 0,2 eV.[131–136] Para los sistemas

aqúı estudiados, sólo se logró optimizar el estado electrónico excitado del tautómero

más estable de [CH]+, de estructura enol-amino (EA+). Para este tautómero la Ead

calculada es de 4,62 eV, en muy buen acuerdo con el origen de la banda azul registrada

experimentalmente de [CH]+, que se encuentra a 37343 cm-1 (4,63 eV).



Capitulo 5. Interacción de Bases del ADN/ARN con Protón 108

Si bien, la Ead calculada tiene una correlación directa con los valores experimen-

tales de excitación, no fue posible optimizar las estructuras de todos los potenciales

tautómeros responsables de la absorción observada experimentalmente, en sus corres-

pondientes estados electrónicos excitados. Ésto es debido a que, en dicho estado las

bases protonadas sufren deformaciones fuera del plano del anillo aromático, lo que rom-

pe la simetŕıa del sistema, produciendo un mezclado de los estados electrónicos excitados

que imposibilita su diferenciación. Por esto, se utilizó una regla emṕırica, que indica que

en moléculas aromáticas (neutras y protonadas) la diferencia entre la enerǵıa de exci-

tación vertical (Evert) y Ead es de alrededor de 0,5 eV. [131–136] Por ejemplo, para el

caso del tautómero EA+ de la [CH]+, la enerǵıa de excitación vertical es Evert=5,15

eV, por lo que la regla emṕırica predice que la enerǵıa de excitación adiabática sea

Ead = Evert − 0, 5eV = 4, 65eV , que se corresponde muy bien tanto con el valor experi-

mental de excitación (4,63 eV) como con la enerǵıa de la transición adiabática calculada

para este tautómero (4,62 eV). Se puede resumir esta regla como:

Eexp = Evert − (0, 5± 0,3)eV (5.2)

En ella se relacionan la enerǵıa de excitación experimental (Eexp) con la Evert calculada .

La Ecuación 5.2 se utilizó para asignar los espectros FUV obtenidos experimentalmente,

y se encontró que en todos los casos los espectros obtenidos corresponden al tautómero

protonado más estable de cada base en el estado fundamental. Además, para todos los

sistemas se optimizó la estructura de los estado excitados con restricción de simetŕıa Cs,

lo que permite estimar la enerǵıa de la transición adiabática, bajo la suposición de que

en el estado electrónico excitado las bases protonadas mantienen una simetŕıa planar.

Los valores obtenidos bajo esta aproximación permiten apoyar la asignación realizada

mediante la Ecuación 5.2.

En la Tabla 5.2 se resumen las enerǵıas de excitación experimentales, junto con las

correspondientes Evert calculadas y la diferencia δ = (Evert−0,5eV )−Eexp. En la última

columna, se tabulan las enerǵıas de excitación adiabática calculadas con restricción de

simetŕıa Cs.

[CH]+ En el caso de la citosina protonada, el espectro de FUV muestra claramente

dos bandas de absorción (véase la Figura 5.2). Los cálculos teóricos permiten descartar

que ambas bandas sean originadas por la excitación de un mismo tautómero a dos
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Tabla 5.2: Asignación de las transiciones electrónicas de los diferentes tautómeros de
las bases protonadas del ADN/ARN. Para el estado fundamental (S0), se muestran las
enerǵıas relativas respecto al tautomero más estable de cada base calculada al nivel
MP2/cc-pVDZ (eV). (Eexp) es la enerǵıa de la transición experimental obtenida en
eV. (Evert) La enerǵıa de la primer transición vertical ππ∗ calculada al nivel de teoŕıa
ADC(2)/cc-pVDZ (eV). Las columnas Evert − 0, 5eV y δ = (Evert − 0,5eV ) − Eexp
permiten realizar la asignación espectral a través de la Ecuación 5.1. En la última
columna se tabula la enerǵıa de transición ππ∗ adiabática calculada con restricción de
simetŕıa Cs (Opt Cs) calculada al nivel ADC(2)/cc-pVDZ (eV). El tautomero KE+ de la
timina protonada que aparece tachado no se observa experimentalmente, sin embargo,
debido a la proximidad en enerǵıa con el tautómero EE+, no puede descartarse su
presencia bajo las condiciones experimentales.

estados electrónicos excitados diferentes, debido a que, para cualquiera de los tautomeros

posibles, la estimación de la diferencia de enerǵıa entre el primer estado electrónico

excitado (ππ∗) y el segundo (nπ∗) es de alrededor de 0,84 eV (6775 cm-1), mucho mayor

que la separación entre las bandas observada de 0,55 eV (4436 cm-1). Entonces para este

sistema, claramente las dos bandas son originadas por la presencia de dos estructuras
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tautoméricas. Según las estimaciones realizadas mediante la aproximación dada por la

Ecuación 5.2 y la transición adiabática calculada con restricción de simetŕıa, asignamos

las dos bandas de absorción a los dos tautómeros de menor enerǵıa. El tautómero más

estable es el EA+ y el segundo en enerǵıa tiene estructura KA+, cabe recalcar que estos

han sido observados experimentalmente en fase gaseosa por espectroscoṕıa DMIR.[119,

121] Las estructuras de los tautómeros pueden verse en la Tabla 5.2.

Además como ya se mencionó al comienzo de esta sección, fue posible optimizar la

estructura del tautómero más estable en el estado electrónico excitado, obteniéndose una

enerǵıa de excitación adiabática de 4,62 eV, que se corresponde muy bien con el origen

de la transición azul (4,63 eV) obtenida experimentalmente del espectro de [CH]+. Para

dicho tautómero además, se calcularon las frecuencias de los modos normales de vibración

en los estados electrónicos fundamental y excitado, lo que posibilitó simular el espectro

de excitación que se muestra en la Figura 5.7 utilizando el programa PGOPHER [137] y

los valores de frecuencias y geometŕıas calculadas. En esta figura, puede observarse que

Figura 5.7: Simulación del espectro de exciatación del tautómero EA+ de [CH]+.
Este tautómero es el único que se logró optimizar en el estado electrónico excitado, sin
ninguna restricción de simetŕıa.

la concordancia entre el espectro experimental y el simulado es muy buena, el espectro

muestra mayormente modos de vibración en el plano del anillo aromático. El modo de

vibración fuera del plano de menor frecuencia está alrededor de 95 cm-1 por encima

del origen de la transición, éste es un modo poco intenso y no se puede apreciar en la

Figura 5.7, sin embargo en el espectro simulado puede observarse el mismo modo con dos

cuantos de enerǵıa (2ν1). La diferencia más notable entre ambos espectros está dada por
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el ancho de las bandas, al mismo tiempo, la comparación entre ambos también permite

confirmar que dicho ensanchamiento no se debe a un efecto de congestión espectral, por

lo que se confirma que el ancho de las bandas vibracionales está directamente asociado al

ensanchamiento homogéneo dado por el tiempo de vida del estado electrónico excitado.

Para el segundo tautómero de menor enerǵıa, KA+, la optimización en el estado

ππ∗ lleva a un cruce de sistemas con el estado πσ∗ a través de la rotación del grupo

NH2. Por lo que el estado ππ∗ no pudo ser optimizado sin restricciones de simetŕıa,

y por tanto, la transición adiabática “real” a dicho estado no pudo ser calculada. Sin

embargo teniendo en cuenta la enerǵıa de excitación vertical calculada y la aproximación

dada por Ecuación 5.2, y la enerǵıa de la transición adiabática calculada con restricción

Cs, podemos asignar con un buen grado de confianza la banda roja del espectro de la

[CH]+ al segundo tautómero más estable, Tabla 5.2.

[TH]+ Para la timina protonada, el tautómero de menor enerǵıa tiene estructu-

ra EE+. Tanto la enerǵıa de excitación calculada a partir de la Ecuación 5.2, como la

enerǵıa de la transición adiabática calculada con restricción de simetŕıa, están de acuer-

do con la enerǵıa de excitación observada experimentalmente (véase Tabla 5.2). A nivel

MP2, se obtuvo que el estado fundamental del segundo tautómero más estable está sólo

0,17 eV por encima en enerǵıa del EE+, mientras que dicha diferencia de enerǵıa a ni-

vel DFT/B3LYP fue calculada por Salpin y colaboradores [119] dando un valor de 0,1

eV. Teniendo en cuenta que la diferencia en enerǵıa entre ambos tautómeros es pequeña,

podŕıa esperarse que ambos estén presentes bajo las condiciones experimentales. Sin em-

bargo, los cálculos de enerǵıa de los estados electrónicos excitados muestran que para el

tautómero KE+, la enerǵıa de excitación es de alrededor de 3,55 eV, pero a estas enerǵıas

no se observa ninguna banda de absorción en el espectro experimental. Por lo que, para

la [TH]+podemos aseverar que la banda de absorción observada experimentalmente se

debe a la presencia del tautómero más estable.

[UH]+ El espectro FUV del uracilo protonado muestra claramente dos bandas de

absorción, que pueden ser asignadas a la presencia de los dos tautómeros más estables.

Los cálculos ab-initio y los trabajos de DMIR muestran que el tautómero más estable

tiene una estructura EE+.[119, 120] Para éste, la estimación dada por la Ecuación 5.2

indica que el origen de la transición electrónica está alrededor de 4,94 eV, en buen

acuerdo con el origen de la banda azul observada experimentalmente a 38957 cm-1 (4,83
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eV), por lo que se asignó dicha banda a la excitación electrónica del tautómero más

estable de [UH]+. Cabe recalcar que la estimación dada por el cálculo de la transición

adiabática con restricción de simetŕıa, también está en buen acuerdo con la enerǵıa de la

transición experimental. El segundo tautómero más estable tiene una estructura KE+. Al

nivel de teoŕıa MP2 éste es 0,08 eV menos estable que el correspondiente tautómero EE+,

mientras que al nivel DFT/B3LYP la diferencia de enerǵıa es ligeramente menor (0,05 eV

[119]). Este tautómero también fue caracterizado por espectroscoṕıa de DMIR,[119, 120]

y según los cálculos de los estados electrónicos excitados y la estimación dada por la

Ecuación 5.2, el origen de la absorción del tautómero KE+ debeŕıa estar a menor enerǵıa

que el origen de la absorción del EE+, a alrededor de 31375 cm-1 (3,89 eV). En la

Figura 5.2 puede verse que el origen del sistema rojo se encuentra a 31456 cm-1 (3,90

eV). Es por esto que la banda roja se asignó a la excitación electrónica del segundo

tautómero más estable de [UH]+. En éste caso, al contrario de lo observado para los dos

tautomeros de la [CH]+, el tautomero KE+ y el EE+ de [UH]+ tienen muy diferentes

tiempos de vida en sus correspondientes estados excitados (véase Tabla 5.1), siendo el

del tautómero EK+ un orden de magnitud más grande que el del tautómero EE+.

[GH]+ Para el caso de la guanina protonada Uchimaru y colaboradores [138] han

mostrado mediante simulaciones computacionales que el tautómero KA 7H-9H+ es más

estable que el resto de los tautómeros posibles por al menos 0,24 eV. Una vez más,

el espectro de FUV es asignado a la excitación del tautómero más estable a través

de la Ecuación 5.2. El espectro presenta una progresión de bandas vibracionales bien

resueltas, que hasta los 1000 cm-1 no muestran ensanchamientos. Esto indica la ausencia

de procesos de decaimiento no radiativos rápidos.

[AH]+ El espectro experimental de la adenina protonada consta de dos sistemas

muy próximos en enerǵıa. Por un lado, una banda extremadamente ancha que se asemeja

a un continuo, con origen a 35460 cm-1 (4,40 eV). Por otro lado, un segundo sistema que

aparece a enerǵıas mayores, y que está compuesto por bandas vibracionales anchas, cuyo

origen se encuentra a 36630 cm-1 (4,54 eV). En trabajos previos se ha informado que

para el caso de la [AH]+ hay tres tautómeros cuyos estados electrónicos fundamentales se

diferencian por menos de 0,1 eV, y sus excitaciones verticales también están dentro de los

0,1 eV.[126] Por lo que en este caso, ni la estimación dada por la Ecuación 5.2, ni el cálculo

de la transición adiabática con restricción de simetŕıa, son lo suficientemente confiables

para realizar la asignación espectral. Marian y colaboradores [126] han determinado
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mediante espectroscoṕıa en fases gaseosa combinada con simulaciones computacionales,

que en lo que concierne al estado fundamental, el tautómero más estable es el A 1H-

9H+, seguido en orden creciente de enerǵıa por el tautómero A 3H-7H+ y luego por el

A 3H-9H+. Siendo los últimos dos menos estables que el A 1H-9H+ por 0,02 eV y 0,08

eV, respectivamente.

El tautómero A 3H-9H+ puede ser descartado como el responsable de la absorción

observada experimentalmente debido a que, se ha informado que la longitud de onda de

la transición adiabática es de 31250 cm-1 (3,8 eV),[127] y en esa región espectral no se

observó ninguna absorción. Además, teniendo en cuenta la baja temperatura a la que

se termalizan los iones en este experimento y la diferencia de enerǵıa con el tautómero

más estable, es de esperar que la población del tautómero A 3H-9H+ sea despreciable.

Los otros dos tautómeros (A 1H-9H+ y A 3H-7H+) tienen enerǵıas de excitación

vertical muy similares, 4,83 eV y 4,80 eV respectivamente, y la enerǵıa de transición

adiabática calculada con restricción de simetŕıa, también es muy similar para ambos.

La diferencia de enerǵıa entre la excitación a los dos primeros estados ππ∗ para ambos

tautómeros es de alrededor de 0,2-0,3 eV, muy superior a la diferencia de enerǵıa obser-

vada entre las dos bandas obtenidas experimentalmente. Por lo que se puede desechar

la posibilidad de que ambas bandas provengan de la absorción de un mismo tautómero.

Teniendo en cuenta todos estos hechos, es probable que ambas bandas correspondan a

la absorción de los dos tautómeros de menor enerǵıa.

En la Figura 5.4 puede observarse que en la región de menor enerǵıa del espectro, la

intensidad de los fragmentos m/z=94 y m/z=119 que proviene de la pérdida de grupos

H2NCN y NH3 respectivamente, tienen la misma intensidad. Mientras que en la banda

de mayor enerǵıa se observa que el fragmento m/z=119 tiene mayor intensidad que el

correspondiente m/z=94 . Es lógico pensar que la diferencia observada en la intensidad

de los fragmentos, se deba a diferencias estructurales entre los tautómeros que dan origen

a las bandas de absorción. La pérdida del grupo H2NCN puede producirse directamente

a partir del tautómero A 3H-7H+, mientras que en el caso del tautómero A 1H-9H+, la

pérdida del mismo fragmento requeriŕıa además una subsecuente pérdida de un átomo

de hidrógeno, o un rearreglo previo a la fragmentación. Por lo que se esperara que la

eficiencia de fragemntación del tautómero A 1H-9H+ para producir el grupo H2NCN sea

menor que la correspondiente eficiencia del tautómero A 3H-7H+. Por ésto, se asignó la
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banda azul al tautómero A 1H-9H+ y la banda roja al A 3H-7H+. Sin embargo, para

realizar una asignación rigurosa de ambas bandas es necesario realizar experimentos de

espectroscoṕıa de doble resonancia.

5.3.2.2. Tiempos de vida de los tautómeros asignados

Los tautómeros KA+ y EA+ de [CH]+ y el A 1H-9H+ de [AH]+ pueden obtenerse

por reacciones de transferencia de protón (TP) dentro de los pares de Watson-Crick

(WC) (véase Figura 5.1) y a éstos los llamaremos tautómeros canónicos protonados.

Para estos tautómeros, se estimaron tiempos de vida cortos de sus respectivos estados

electrónicos excitados. Por otro lado, los tautómeros KA 7H-9H+ de la [GH]+ (que

posee un tiempo de vida largo en el estado excitado) y el EE+ de la [TH]+ (que tiene

un tiempo de vida corto en el estado excitado) no pueden ser producidos por reacciones

de TP dentro de los pares de bases de WC. Por esto, es de esperar que las propiedades

electrónicas de los tautómeros canónicos protonados [CH]+ y [AH]+ tengan relevancia

en cuanto a la fotoestabilidad del ADN. En ĺınea con los resultados obtenidos para

las bases del ADN/ARN neutras, para las cuales se encontró que los tautómeros de

relevancia biológica tiene tiempos de vida cortos en el estado electrónico excitado,[58–60]

para las bases protonadas pareceŕıa que la misma regla también es cierta. Los tautómeros

canónicos [CH]+ y [AH]+ tienen tiempos de vida cortos en el estado electrónico excitado,

mientras que el tiempo de vida del tautómero no-canónico de la [GH]+ tiene un tiempo

de vida al menos tres órdenes de magnitud mayor.

Los pares de bases de WC también tienen tiempos de vida de estados electrónico

excitado cortos, fenómeno que se ha relacionado con la fotoestabilidad del ADN.[139, 140]

El proceso de desactivación del estado excitado en los pares de WC ha sido el objeto de

un gran número de investigaciones,[58–60, 125, 139–143] sin embargo no se ha logrado

obtener un único mecanismo unificado que explique dicho proceso de desactivación.

Las similitudes encontradas en las propiedades electrónicas de las bases neutras y

protonadas, en lo que respecta a enerǵıas de excitación y tiempos de vida en el estado

excitado, sugieren que las últimas también podŕıan tener un rol en el mecanismo de

fotoestabilidad del ADN. Los datos mostrados en este caṕıtulo acerca de las bases pro-

tonadas, constituyen el primer conjunto completo de información espectroscópica para
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estas especies, y se espera que sirvan de referencia para futuros trabajos experimentales

o trabajos de dinámica en el estado electrónico excitado.

5.3.3. Dimeros protonados de las bases pirimid́ınicas

5.3.3.1. Comparación entre monómeros y d́ımeros protonados

[C2H]+ En el caso de [CH]+ (Sección 5.2) se observaron dos bandas de fragmenta-

ción, la banda “roja” que tiene su origen en 32900 cm-1 (4,08 eV) y que fue asignada a

la transición ππ∗ ← ππ del tautómero KA+, y la banda “azul” cuyo origen se encuentra

a 37305 cm-1 (4,63 eV) y se asignó al mismo tipo de transición pero del tautómero EA+.

Por otro lado, el espectro obtenido para el d́ımero protonado de la citosina ([C2H]+,

véase Figura 5.5) consiste en una única banda que tiene su origen a 34850 cm-1 (4,32

eV), y se encuentra entre medio del origen de las dos bandas obtenidas para los monóme-

ros. Las bandas vibracionales son anchas, lo que se asocia a un tiempo de vida corto en

el estado electrónico excitado. La progresión vibracional es similar a la observada en el

espectro de [CH]+, lo que indica que los modos de vibración intramoleculares no se ven

perturbados por la generación del d́ımero.

[T2H]+ El espectro del d́ımero protonado de timina ([T2H]+) se extiende por más

de 9000 cm-1 luego del origen de la transición electrónica que tiene lugar a 33625

cm-1(4,17 eV), Figura 5.5. Esta banda se encuentra corrida -3775 cm-1 con respecto

al origen de la transición de [TH]+ asignada al tautómero EE+, que aparece a 37400

cm-1 (4,63 eV) Sección 5.2. Por otro lado, como ya se mencionó, el tautómero EK+ de

[TH]+ no se encontró experimentalmente, pero la enerǵıa de la transición electrónica

para éste, se estimó mediante cálculos teóricos en alrededor de 28600 cm-1 (3,54 eV).

Teniendo esto en cuenta, al igual que lo encontrado para [C2H]+, la enerǵıa de la transi-

ción [T2H]+se encuentra entre medio entre medio de la excitación de los dos tautómeros

del monómero protonado.

En la región de baja enerǵıa del espectro del complejo [T2H]+(véase Figura 5.6) se

observan transiciones vibracionales bien resueltas de 12 cm-1 de ancho, que están en el

ĺımite de resolución del láser. En contraste, para el monómero protonado se encontró que

el ancho de las bandas vibracionales es de alrededor de 100 cm-1, lo que se atribuyó a un

tiempo de vida corto del estado excitado. Esta diferencia encontrada para el monómero
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y el d́ımero es bastante inesperada, pues no hay razón aparente para que el d́ımero

presente un espectro menos congestionado que el monómero. Por lo que este resultado

implica, que la formación del d́ımero inhibe la desactivación no radiativa, induciendo un

aumento del tiempo de vida del estado electrónico excitado para el complejo [T2H]+.

La progresión vibracional observada para el sistema [T2H]+no es fácil de asignar

debido a la resolución intŕınseca del láser, y la pequeña diferencia de enerǵıa entre los

modos de la progresión (alrededor de 30 cm-1). Del cálculo del estado fundamental del

d́ımero, estos modos de baja frecuencia se pueden asignar movimientos de vibracionales

intermoleculares fuera del plano. Los modos de vibración intermoleculares en el plano

tienen un frecuencia de alrededor de 120 cm-1.

[U2H]+ Al igual que para el monómero de citosina protonada, en el caso del

[UH]+ también se encontraron dos bandas de absorción, que se asignaron a los tautóme-

ros EE+ y KE+. La banda de absorción que se encuentra a 31465 cm-1 (3,90 eV) corres-

ponde al tautómero KE+ y presenta transiciones vibracionales estrechas, mientras que

la banda que aparece a mayor enerǵıa, 38957 cm-1 (4,83 eV), corresponde al tautóme-

ro EE+ y presentan un considerable ensanchamiento de las bandas vibracionales. Esta

diferencia se ha adjudicado distintos tiempos de vida del estado electrónico excitado

de ambos tautómeros. Al igual que para los demás d́ımeros estudiados, el origen de la

transición electrónica del [U2H]+ se encuentra entre medio, 34850 cm-1 (4,32 eV), de las

transiciones electrónicas de los monómeros.

Como puede observarse en la Figura 5.6, a diferencia de lo observado para [T2H]+,

las bandas vibracionales del [U2H]+ son más estrechas que las de la banda azul del

[UH]+ (EE+) pero más anchas que las de la banda roja del [UH]+ (KE+). Otra vez,

el ensanchamiento observado puede deberse a congestión espectral o ha un tiempo de

vida corto del estado electrónico excitado. En este caso, debido a la similitud estructural

entre la timina y el uracilo, no pareceŕıa haber razones evidentes para pensar que en el

espectro del [U2H]+ tenga que existir mayor congestión espectral que para el complejo

[T2H]+.
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Tabla 5.3: Estructura y enerǵıa de excitación electrónica de los d́ımeros protonados
de bases pirimid́ınicas. (a) Las estructuras y enerǵıas en el estado fundamental fue-
ron calculados al nivel MP2/cc-pVDZ. (b) Las estructuras y enerǵıas de los estados
excitados fueron calculados al nivel ADC(2)/cc-pVDZ. (c) Regla emṕırica utilizada
para asignar las transiciones electrónicas a partir de la enerǵıa de excitación vertical,
δ = (Evert − 0,5eV ) − Eexp, donde la Evert empleada es la correspondiente al primer
estado electrónico excitado. (d) Enerǵıa de excitación al primer estado de transferencia
de carga. (e) Opt Cs corresponde a la enerǵıa de transición adiabática al estado S1,
con restricción de simetŕıa Cs. (f) La estructura encontrada para el d́ımero [C2H]+es
consistente con la encontrada en trabajos previos. [144, 145] (g) La isomeŕıa cis-trans
hace referencia a la orientación de los enlaces N-H, donde ocurre la formación del enlace
glicosidico. (h) PT hace referencia a la ocurrencia de una transferencia de protón duran-
te la optimización. La estructura inicial trans EK+· · ·KE converge a trans EE+· · ·KK.
(i) En este caso la estructura inicial EE+· · ·KK converge en el estado excitado a la
estructura EK+· · ·KE.
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5.3.3.2. Estructuras en el estado fundamental

Se encontró que, los d́ımeros que interaccionan más fuertemente son aquellos en los

que se maximiza el número de puentes hidrógeno entre los monómeros. Aquellos d́ımeros

formados por interacción de tipo π entre los monómeros son al menos 1 eV menos estables

que los d́ımeros formados por interacción de tipo σ. Para el caso del d́ımero [C2H]+, sólo

una estructura permite la interacción mediante tres puentes hidrógeno entre ambas bases.

Esta estructura consta de dos moléculas de citosina en el estado ceto-amino (KA), donde

una de ellas se encuentra protonada en el N(3). Este isómero se denominó KA+· · ·AK.

Por otro lado, para los sistemas [T2H]+ y [U2H]+ se pueden obtener diversas estructuras

isoméricas en las que ambas bases interaccionan mediante tres puentes hidrógeno. En

la Tabla 5.3 se muestras las estructuras de los isómeros de menor enerǵıa encontrados

y las enerǵıas relativas de sus respectivos estados electrónicos fundamentales (S0), las

enerǵıas de excitación vertical a los dos primeros estados electrónicos excitados (Evert y

EvertS2) y al estado de transferencia de carga (TC). También se muestra el parámetro

emṕırico δ = (Evert − 0,5eV )−Eexp utilizado para llevar a cabo la asignación espectral

y por último la enerǵıa de excitación adiabática calculada con restricción de simetŕıa Cs

(Opt Cs).

Podŕıa esperarse que la estructura del homod́ımero más estable, sea el resultado

de la unión de dos monómeros en sus estructuras neutras y protonadas más estables.

Por ejemplo en el caso de [UH]+, la estructura EE+ es 0,08 eV más estable que el

isómero KE+, mientras que para el U neutro la estructura KK es 0,5 eV más estable

que el tautómero EK. Cuando ambas estructuras están separadas, el sistema EE+ +

KK es 0,6 eV más estable que el sistema KE+ + EK (Figura 5.8). Sin embargo el

complejo KE+· · ·EK es la estructura más estable encontrada para [U2H]+, y la enerǵıa de

excitación calculada para este último está en buen acuerdo con la enerǵıa de la transición

encontrada experimentalmente, (Tabla 5.3). Lo mismo es válido para [T2H]+. La mayor

estabilidad de los isómeros con estructura KE+· · ·EK probablemente se deba a su mayor

capacidad de estabilizar la carga por resonancia entre las dos bases. Esto muestra, que

la estructura más estable del d́ımero protonado no se puede deducir directamente de las

estabilidades de los monómeros.

Para [U2H]+, en el estado electrónico fundamental del isómero trans KE+· · ·EK, los

cálculos a nivel MP2/cc-pVDZ localizan el protón en una de las moléculas (distancia NH
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Figura 5.8: Esquema de la curva de enerǵıa potencial de disociación del d́ımero
[U2H]+. A distancias grandes la estructura EE+· · ·KK es la más estable, sin embargo
a la distancia de equilibrio el isómero KE+· · ·EK es el más estable.

= 1,07 Å). Sin embargo, el estado de transición de la coordenada N· · ·H· · ·N, calculado

al mismo nivel de teoŕıa, donde el protón se ubica entre medio de ambas moléculas se

encuentra a 875 cm-1 (0,11 eV) por encima de la enerǵıa de los dos isómeros KE+· · ·EK

en los cuales el protón se encuentra sobre una u otra molécula. Esta enerǵıa es ligera-

mente menor que la enerǵıa del punto cero del modo de estiramiento N-H. Por lo que,

probablemente el protón se mueva de una base a la otra, dando lugar a una estructura

de tipo Zundel para el [U2H]+ en el estado electrónico fundamental. El mismo razona-

miento puede generalizarse para los d́ımeros [T2H]+ y [C2H]+, dado que para éstos, la

enerǵıa del estado de transición sólo se modifica ligeramente, siendo 882 cm-1 (0,12 eV)

y 1057 cm-1 (0,13 eV), para el primero y el segundo respectivamente.

Por otro lado, las estructuras KE+· · ·EK y EE+· · ·KK de [U2H]+ y [T2H]+, también

se pueden interconvertir por medio de una TP en la coordenada O· · ·H· · ·O, desde

un oxigeno del KE+ (que pasaŕıa ser una estructura KK), a un oxigeno del isómero

EK neutro, (que pasaŕıa a ser EE+). La barrera para esta transferencia de protón en

el estado fundamental del [U2H]+es de alrededor de 700 cm-1 (0,08 eV), Figura 5.9,

mientras que para el [T2H]+la misma tiene una enerǵıa de 600 cm-1 (0,07 eV). Esta

barrera probablemente no sea lo suficientemente “alta” para localizar el protón en un

isómero u otro, por lo que la noción de la existencia de un isómero localizado puede

carecer de sentido real.
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Figura 5.9: Esquema de la enerǵıa potencial del [U2H]+en la coordenada de estira-
miento O· · ·H· · ·O. La curva inferior y la superior representan esquemáticamente el
estado electrónico fundamental y el excitado, respectivamente. La linea azul indica el
nivel ν = 0. El isómero de la izquierda tiene configuración KE+· · ·EK y el de la derecha
EE+· · ·KK.

5.3.3.3. Asignación de las transiciones electrónicas

Como se discutió en la Sección 5.2, para el caso de los monómeros protonados

de las bases del ADN/ARN, la asignación espectral de los diferentes confórmeros pue-

de realizarse mediante la comparación del origen de la transición electrónica obtenida

experimentalmente, y la excitación vertical desde el estado electrónico fundamental al

excitado, mediante la regla emṕırica dada por la Ecuación 5.2. En el caso de los ho-

mod́ımeros protonados, para los cálculos de los estados electrónicos excitados sólo se

consideran los isómeros de menor enerǵıa, no más de 0,2 eV por encima de la estructura

más estable, debido a la baja temperatura a la que se termalizan los iones en el experi-

mento impide la generación de isómeros menos estables. En la Tabla 5.3 se muestran los

valores obtenidos para δ = (Evert − 0,5eV ) − Eexp. Vale la pena destacar que para los

casos de [U2H]+ y [T2H]+, los isómeros con estructura EE+· · ·KK son sólo ligeramente

menos estables que los correspondientes isómeros KE+· · ·EK. Sin embargo, los primeros

no pueden ser responsables de la absorción encontrada experimentalmente, dado que, la

estimación dada por la Ecuación 5.2 para la transición S1←S0 da como resultado valores

muy distintos a las enerǵıas de excitación obtenidas experimentalmente.
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Como se mencionó en la Sección 5.3.2.1, en la mayoŕıa de los casos, para los monóme-

ros protonados de las bases del ADN/ARN se encuentra que no es posible optimizar la

estructura del estado electrónico excitado, debido a que las deformaciones del anillo

aromático llevan a intersecciones cónicas, donde los cálculos fallan debido al mezclado

de estados electrónicos.[126, 146] Lo mismo es válidos para los homod́ımeros protona-

dos, para los cuales también se encontró que las estructuras más estables en el estado

fundamental son planas. Por lo que para las estructuras más estables mostradas en la

Tabla 5.3 se optimizó el primer estado electrónico excitado con restricción de simetŕıa Cs.

Las enerǵıas de excitación adiabáticas obtenidas bajo esta aproximación se muestran en

la última columna de la Tabla 5.3. Puede observarse que estas enerǵıas calculadas están

en muy buen acuerdo con las enerǵıas obtenidas experimentalmente y las estimaciones

realizadas a partir de la Ecuación 5.2, lo que refuerza la asignación de las transicio-

nes experimentales a los isómeros más estables, e indica que las estructuras del estado

electrónico excitado para los d́ımeros son planas o sólo están ligeramente deformadas.

La diferencia de enerǵıa en el estado S0 entre los isómeros EE+· · ·KK y KE+· · ·EK

(tanto de [U2H]+ como [T2H]+) es pequeña, además, como se discutió en la sección ante-

rior, estos dos isómeros pueden interconvertirse fácilmente por una reacción de transfe-

rencia de protón. Por esto, no puede descartarse la presencia de los isómeros EE+· · ·KK,

sin embargo, en los espectros experimentales no se observan las bandas de absorción

predichas mediante cálculo para éstos. Este hecho puede entenderse considerando que la

optimización con restricción de simetŕıa Cs, del primer estado excitado ππ∗ del isómero

EE+· · ·KK lleva a la estructura KE+· · ·EK a través de una reacción de transferencia

de protón sin barrera de reacción (Tabla 5.3). La curva de enerǵıa potencial a lo largo

de la coordenada O-H· · ·O se esquematiza en la Figura 5.9 para el caso del [U2H]+. La

diferencia de enerǵıa entre las transiciones verticales de ambos isómeros es de alrededor

de 0,5 eV, por lo que la excitación del isómero EE+· · ·KK llevará al sistema a un estado

con gran exceso de enerǵıa vibracional, alta densidad de estados y por tanto factores

de Franck Condon pequeños para la transición. Es por esto, que es de esperar que la

absorción desde los isómero EE+· · ·KK estén enmascarada en el continuo de absorción

que presentan los isómeros KE+· · ·EK a altas enerǵıas.

Vale la pena recalcar, que aunque en el estado fundamenta la función de onda

vibracional no se encuentra localizada en uno de los tautómeros por lo cual no se puede

definir cual es el isómero presente, la excitación al origen de la transición electrónica
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S1←S0 localiza el protón en el tautómero KE+· · ·EK, ya que las enerǵıas de excitación

y los factores de Franck Condon son diferentes para ambos isómeros. Entonces, aunque

en el estado fundamental el protón está deslocalizado y la noción de la existencia de

un único tautómero no tiene sentido estrictamente, en el estado electrónico excitado el

protón si está localizado y por tanto si se puede pensar en la existencia de un único

tautómero.

5.3.3.4. Estado electrónico excitado de los d́ımeros protonados

Para las estructuras más estables de los d́ımeros, la transición al primer estado

electrónico excitado es de carácter ππ∗ y está localizada en la entidad protonada del

d́ımero. Por otro lado, la excitación al segundo estado electrónico excitado está locali-

zada en la entidad neutra. En un trabajo previo acerca de la espectroscoṕıa del d́ımero

protonado de benceno, la primer transición electrónica se asignó a una TC desde el

HOMO de la “parte neutra” del dimero, al LUMO de la entidad iónica.[147] Esta trans-

ferencia de carga origina una banda de absorción corrida fuertemente a menores enerǵıas,

en la zona visible del espectro. Una situación similar se observó en el caso de moléculas

aromáticas polićıclicas,[132] para las cuales la transición electrónica de menor enerǵıa

también se caracterizó como una banda de TC corrida hacia el rojo del espectro com-

parado con la transición de menor enerǵıa de las mismas especies neutras. En el caso de

los d́ıemros de las bases pirimid́ınicas protonadas, las transiciones asociados con trans-

ferencia de carga (nπ∗ y πσ∗) son al menos el tercer estado excitado, y se encuentran

como mı́nimo 1 eV por encima del estado ππ∗. En el estado fundamental del d́ımero pro-

tonado de benceno la carga está 100 % localizada en la parte protonada de la molécula,

mientras que para el caso de los homod́ımeros protonados de las bases pirimid́ınicas, la

carga está deslocalizada aproximadamente un 20 % en la parte “neutra” de la molécula.

La enerǵıa de la transición 0-0 de los homod́ımeros protonados de las bases pi-

rimid́ınicas son intermedias entre las enerǵıas de excitación de los monómeros en sus

formas EA+ (o EE+) y KA+ (o EK+), como se puede ver en la Figura 5.10. Este efecto

puede deberse a la deslocalización del protón entre las dos moléculas del d́ımero.
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Figura 5.10: Esquema de la enerǵıa de las transiciones electrónicas para los diferentes
tautómeros de las bases protonadas (lineas negras) y los homod́ımeros protonados (li-
neas rojas). En el caso de la timina protonada, la transición electrónica del tautómero
EK+ (linea de trazos) se obtuvo mediante cálculos

5.3.3.5. Tiempo de vida de los homod́ımeros protonados y comparación con

los monómeros protonados

Los resultados de la estimación de los tiempos de vida de los homod́ımeros pro-

tonados se presentaron en la Sección 5.2.2. En la Tabla 5.4 se resumen los resultados

obtenidos de los monómeros protonados y los d́ımeros protonados junto con su asignación

estructural y el origen de la transición electrónica para facilitar su comparación.

En la Tabla 5.4 puede verse que el caso del d́ımero [T2H]+ es notable, debido

a que la dimerización produce una gran disminución del ensanchamiento de las bandas

vibracionales. En el espectro FUV de [T2H]+ se observó un progresión de baja frecuencia

con una separación entre bandas de 33 cm-1 y un ancho de banda de 12 cm-1 que está en

el ĺımite de resolución espectral del láser, mientras que el ancho de banda obtenido para

la [TH]+ es de (91±20)cm-1. El ensanchamiento en el caso del monómero protonado

se asoció a un tiempo de vida corto en el estado electrónico excitado, por lo que la

formación del d́ımero aumenta el tiempo de vida de dicho estado en alrededor de dos

ordenes de magnitud .

Una posible explicación de la diferencia en el comprotamiento encontrado entre

el d́ımero protonado y el monómero protonado de la timina es que, la comparación

realizada es entre diferentes tautómeros. En el isómero asignado al d́ımero, tanto la



Capitulo 5. Interacción de Bases del ADN/ARN con Protón 124

Tabla 5.4: Estimación del tiempo de vida del estado electrónico excitado para los
monómeros y d́ımeros protonados de bases pirimid́ınicas del ADN/ARN, junto con sus
correspondientes asignaciones estructurales.

parte protonada como la neutra de la molécula se enecuentran en la forma tautomérica

KE. Mientras que el único tautómero observado para el monómero protonado [TH]+ es el

EE+. Lamentablemente, el tautómero KE+ de [TH]+ no se observó experimentalmente,

lo que excluye la posibilidad de realizar una comparación directa.

Otra posible explicación a la diferencia encontrada, es que el tiempo de vida en

el monómero esté controlado por el mecanismo de pérdida de H a través de un esta-

do disociativo πσ∗ NH/OH, como ocurre en muchos sistemas aromáticos protonados

[148, 149] y neutros.[150] En estos casos, generalmente la formación de complejos con

moléculas que prevengan la perdida directa del átomo de H aumenta el tiempo de vida

del estado excitado.[150, 151] Sin embargo, en el caso de los monómeros protonados no

se observó el canal de fragmentación del átomo de H (Sección 5.2), que constituye una

evidencia fundamental de la existencia de este tipo de mecanismos.[148] Una posible

explicación de la ausencia del canal de fragmentación del átomo de H seŕıa la existencia

de un acoplamiento entre el estado πσ∗ y el estado fundamental, lo que conduciŕıa a un

proceso de conversión interna rápido sin la eliminación de H. [148] Cualquiera de estos

dos procesos que involucran el estiramiento del enlace OH, se encuentran bloqueados en

el caso de los d́ımeros.

Para los otros dos d́ımeros estudiados ([C2H]+ y [U2H]+), las bandas vibracionales

son más anchas que las correspondientes a las de sus monómeros protonados en igual

estado tautomérico. Ésto indica que la formación del d́ımero reduce el tiempo de vida

en el estado excitado aunque no de manera significativa. Para aportar información a la
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causa de la disminución del tiempo de vida del estado excitado, es necesario realizar

experimentos con mayor resolución espectral, o espectroscoṕıa de doble resonancia. Sin

embargo, una posible explicación podŕıa estar enmarcada en la deslocalización del protón

en el estado electrónico fundamental.

5.4. Conclusiones

En lo que respecta a las bases protonadas del ADN/ARN, se obtuvo un conjun-

to completo de datos experimentales acerca de sus propiedades espectroscópicas, y se

realizó una asignación estructural de la especies presentes bajo las condiciones experi-

mentales empleadas. En los casos que la comparación entre la base neutra y protonada

fue posible, se observó que la protonación no induce un cambio drástico en la enerǵıa de

la excitación electrónica, a diferencia de lo observado en otras especies aromáticas. En

cuanto al tiempo de vida en el estado excitado, al igual que se observa para las bases

neutras, los tautómeros protonados de relevancia biológica presentan tiempo de vida

cortos. Sólo uno de los tautómeros de [UH]+ y el único detectado de la [GH]+ tienen

tiempos de vida largos.

En este caṕıtulo además, se presentaron los espectros de fotofragmentación UV de

los homod́ımeros protonados de las bases pirimid́ınicas del ADN/ARN. Los espectros

muestran transiciones vibracionales relativamente estructuradas, lo que indica que el

tiempo de vida del estado electrónico excitado es del orden de unas pocas decenas de

fs, e incluso mayor para el d́ımero de timina. El caso de [T2H]+ es sorprendente pues

se observa un espectro con buena resolución, al contrario de lo encontrado para el el

monómero protonado, lo que indica que la formación del d́ımero produce un aumento

del tiempo de vida del estado electrónico excitado. La absorción de los d́ımeros ocurre

entre medio de la absorción de los dos tautómeros encontrados para los correspondientes

monómeros protonados (EA+/EE+ y KA+/KE+) y los cálculos de estructura electróni-

ca muestran que la transición, en el caso de los d́ımeros está localizada en la entidad

protonada. La banda de absorción de los d́ımeros está corrida más de 0,2 eV respecto

a los monómeros protonados, lo que sugiere que la espectroscoṕıa de absorción podŕıa

utilizarse para monitorer la formación de d́ımeros en fase condensada.
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Los cálculos de estructura electrónica muestran que, en el estado fundamental de

los d́ımeros, los protones N-H y O-H involucrados en los enlaces de puente hidrógeno

intermoleculares, no se encuentran localizados en una de las bases debido a que las

enerǵıas de los estados de transición para las coordenadas de interconversión N· · ·H· · ·N

y O· · ·H· · ·O son pequeñas.

Los datos experimentales aqúı mostrados sientan un punto de partida para el estudio

de las propiedades fotof́ısicas de las bases del ADN/ARN protonadas. Por otro lado

pueden ser utilizados como punto de referencia para estudiar por comparación, el efecto

del cambio de la naturaleza del catión y/o la estructura molecular, sobre la enerǵıa de

excitación y los tiempos de vida del estado electrónico excitado. Además estos resultados

pueden servir para probar la eficiencia de métodos ab initio, en particular, en lo que

concierne a la descripción de mecanismo de desactivación no radiativa.
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6.1. Introducción

Brevemente, como se discutió en la introducción general de esta tesis, el ADN es

una de las biomoléculas más importantes de la naturaleza y juega un rol central en el

desarrollo de la vida. Esta molécula polimérica está constituida por 4 monómeros (llama-

das bases desoxiribonucleicas), que forman dos pares complementarios adenina-timina

(A-T) y guanina-citosina (G-C). Estas cuatro bases constituyen el alfabeto para la codi-

ficación del código genético, y el reconocimiento espećıfico mediante puentes hidrógeno

entre C-G y A-T, es fundamental para la correcta preservación y transferencia de la

información codificada en el ADN.[4]

Las propiedades de las bases del ADN y de sus d́ımeros en fase gaseosa han sido

extensivamente exploradas, y en trabajos recientes se han revisado los resultados más

destacados en cuanto al estudio del tautomerismo, estructuras de reconocimiento de

puente hidrógeno y la fotoqúımica y fotoestabilidad de dichas moléculas y complejos.[58–

60] En general el mayor esfuerzo se ha visto focalizado en estudiar las propiedades de

los pares de bases de Watson-Crick (WC), que constituyen la estructura secundaria de

la doble hélice canónica del ADN. Sin embargo, es sabido que el ADN puede adoptar

otras estructuras macomoleculares, cuyas estabilidades son fuertemente dependientes de

la secuencia de bases que forma el ADN [32] y variables del ambiente qúımico como el

pH,[32] presencia de ligandos [100, 152, 153] y cationes [18, 154], entre otras.

En este contexto, el estudio de las interacciones, del ADN en su conjunto, o de las

bases individuales, con especies que puedan alterar su estructura es de gran interés. En

particular, el estudio detallado de la interacción entre bases del ADN y cationes metáli-

cos ha cobrado gran relevancia en los últimos años, debido al descubrimiento de que,

dicho tipo de interacción puede estabilizar “reordenamientos” locales en la estructura

del ADN.[21] Además, éste tipo de interacciones se han utilizado para generar pares

de bases artificiales,[21] (comúnmente llamados pares de bases mediados por metales,

PBMM) y estos pares exógenos al ADN han demostrado ser útiles para el desarrollo de

nuevas tecnoloǵıas,[155, 156] cadenas de ADN artificiales [154, 157] y han demostrado

su potencial aplicación como nuevas letras del código genético.[21]

En el desarrollo de los pares de bases artificiales mediados por metales, la idea

original de Lee y colaboradores [158] fue remplazar el átomo de hidrógeno involucrado en
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el enlace de puente hidrógeno, por un catión metálico. De esta forma, se logró por primera

vez estabilizar dimeros de ADN utilizando Zn+2 y otros cationes metálicos divalentes,

donde dichos cationes ocupan el lugar del átomo de hidrógeno en la interacción entre las

cadenas.

Al d́ıa de hoy se han desarrollado una gran diversidad de PBMM, dentro de éstas, es

sabido que los “missmatching” T-T y C-C pueden convertirse en pares muy estables T-

Hg+-T[19, 159, 160] y C-Ag+-C[20, 161] por la incorporación de Hg+2 y Ag+ conservando

la forma canónica del ADN. Estas interacciones son altamente especificas, y la generación

de agregados C-Ag+-C ha llevado a la utilización de cadenas de ADN ricas en C como

matriz para la śıntesis de clusters altamente fluorescentes del tipo ADN-Agn [38, 49,

51, 162], los cuales se han posicionado como potenciales marcadores biológicos y zondas

fluorescentes para microscoṕıa.

Los sistema Agn-ADN poseen dos bandas intensas de absorción, una en la región

visible del espectro que es sintonizable con la secuencia de oligonucleótidos empleados,

y otra en la región UV del espectro, que es común a todos los fluoróforos sin importar

la posición de la banda visible. La banda de absorción UV está localizada en la región

espectral donde se espera que absorban las cadenas de oligonucleótidos (260-270 nm,

38460 cm-1-37000cm-1). Fygenson y colaboradores,[49] mostraron que la excitación de la

banda UV produce el mismo espectro de emisión que la excitación de la banda visible,

y descartó que dicha excitación se deba a estados electrónicos de alta enerǵıa como

originalente se hab́ıa propuesto,[57] sino que se debe a la excitación del oligonucleótido.

Esta conclusión abre un nuevo interrogante puesto a que se conoce muy bien que las

bases del ADN poseen tiempos de vida cortos en sus estados electrónicos excitados y

rendimientos cuánticos de fluorescencia extremadamente bajos,[58–60] por lo que cabe

plantearse ¿por qué razón la interacción con Ag+/Ag incrementa el rendimiento de

fluorescencia en los sistemas Agn-ADN?

Además de la doble hélice canónica del ADN, otro plegamiento macromolecular

importante que esta biomolécula puede adoptar es el llamado i-motif, descrito en más

detalle en el Caṕıtulo 1. Brevemente, ésta es una estructura tetramérica que se produce

en condiciones ligeramente ácidas, en particular, cuando las cadenas son ricas en C.[30]

Es sabido que este tipo de plegamiento es muy importante por estar relacionadas con

el desarrollo de algunas enfermedades de retardo mental, en particular conocida como
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“cromosoma x-frágil”.[31] El i-motif es producido por la interacción de un par de bases

C· · ·C entre dos cadenas paralelas, que interacción de manera no convencional mediante

una protonación que da lugar a la formación de un par C-H+-C. Luego el plegamiento

global se estabiliza por intercalación de dos de estos d́ımeros interaccionando en orien-

tación “cola-cabeza”.[32]

Existen en literatura muy pocos ejemplos de la formación de i-motif a pH fi-

siológico,[33–35] sin embargo, recientemente Day y colaboradores [36] han demostrado

que se puede obtener estructuras del tipo i-motif a dicho pH en presencia de iones Ag+,

los cuales son responsables de inducir el plegamiento del ADN tomando el lugar del

protón.

Más allá del valor que revisten los complejos en donde el ADN interacciona con

metales, se encuentran en literatura muy pocos estudios estructurales detallados del ple-

gamiento de este tipo de sistemas, y en general los existentes se refieren a sistemas donde

la interaccióna ADN-catión conserva la doble hélice canónica.[18, 20, 163] Uno de los

plegamientos no canónicos más estudiados desde el punto de vista estructural es la for-

mación y estabilización del i-motif mediado por ácido.[32] Sin embargo, para el caso de

la formación de los i-motif en presencia de Ag+ no se ha realizado una caracterización es-

tructural detallada, por lo que, no se puede realizar ningún tipo de predicciones respecto

a la estabilidad de la estructura, o posibles deformaciones que sufrirá la macromolécula

luego del acomplejamiento con el catión. Es por esto que, la investigación experimental

y teórica acerca de interacciones base· · · base y plegamientos no convencionales en el

ADN, es un campo de investigación muy activo.

En una primera aproximación al estudio de la interacción de metales con bases del

ADN, Dopfer y colaboradores, haciendo uso de la espectroscoṕıa DMIR y simulacio-

nes computacionales estudiaron la estructura del d́ımero de piridina estabilizado por

el catión Ag+ en fase gaseosa, utilizando dicha molécula como un modelo biomiméti-

co simplificado de las bases pirimid́ınicas del ADN.[164] Luego, la misma combinación

de espectroscoṕıa y simulaciones computacionales fueron empleadas para estudiar la

estructura de otros sistemas catión· · · base como, complejos de cationes alcalinos con

citosina,[165] Pb+2· · ·Uridina 5-monofosfato,[166] complejos de cisplatino con adenina

y guanina [167] y apareameintos no convencionales de bases del tipo Hoogsteen.[168] A
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continuación se resumen brevemente los resultados más importantes para el desarrollo

de la discusión de este caṕıtulo:

· Uno de los primeros antecedentes acerca del estudio de la interacción de cationes metáli-

cos con bases de ADN fue el trabajo llevado a cabo por Dopfer y colaboradores,[164]

en el que se utilizó la piridina (Pyr) como modelo simplificado de las bases pirimid́ıni-

cas del ADN. Haciendo uso de la espectroscoṕıa DMIR y simulaciones computacionales,

en ese trabajo se estudiaron iones del tipo [PynAg]+ (con n=1 y 2). Para el caso del

ión [Py2Ag]+, los autores encontraron que la estructura es plana y lineal donde ambas

moléculas, mediante una interacción de tipo σ, interaccionan con el catión a través del

nitrógeno heteroćıclico de las mismas, dicha estructura se muestra en la Figura 6.1. Los

autores concluyeron que dicha estructura es la única presente en las condiciones expe-

rimentales y descartaron la presencia de complejos con interacción de tipo π. Por otro

lado, los autores no lograron obtener el espectro de DMIR del ión de estequeometria

1:1 más allá del empleo de un láser de electrones libres acoplado a uno de CO2 de al-

ta potencia. Atribuyeron este comportamiento a la alta enerǵıa de interacción entre la

molécula y el catión.

Figura 6.1: Estructura determinada para el sistema [Pyr2Ag]+por medio de espectros-
coṕıa de DMIR y simulaciones computacionales. La imagen fue tomada de la referencia
[164]

· Rodgers y colaboradores, también haciendo uso de la espectroscoṕıa DMIR y simula-

ciones computacionales, estudiaron la agregados de estequemoetria 1:1 surgidos de la

interacción de la citosina con cinco de los metales alcalinos Li+, Na+, K+, Rb+ y Cs+,

Figura 6.2. Los espectros de DMIR de todos los agregados formados comparten, simi-

litudes, pero de manera notable, la banda más intensa sufre corrimientos a mayores

enerǵıas y las eficiencias de fragmentación aumenta, conforme crece el radio del catión

estudiado. Los autores atribuyeron este comportamiento a una disminución de la enerǵıa

de interacción catión· · · citosina, a medida que aumenta el radio del primero. Por otro

lado, la comparación de los espectros experimentales con los simulados para diferentes
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isómeros, apunta al hecho de que en las condiciones experimentales, para todo los agre-

gados estudiados, la estructura es similar sin importar la naturaleza del catión. En dicha

estructura, la cual se muestra en la Figura 6.2, la citosina se encuentra en su estado

tautomérico ceto-amino e interacciona con el catión a través del N(3) y del O del grupo

carbonilo. Los autores no encontraron en el espectro experimental bandas correspondien-

tes a isómeros donde la citosina se encuentre en otro estado tautomérico, o estructuras

donde la interacción cation· · · base sea del tipo π.[165]

Figura 6.2: Espectros de DMIR y estructura determinados para sistemas del tipo
[C-Metal Alcalino]+. La imagen fue tomada de la referencia [165].

A la luz de los antecedentes mencionados, se propuso estudiar la interacción de

citosina con el catión Ag+. Dentro de nuestro esquema ”bottom-up”se propuso explorar

sistemas de complejidad creciente, empezando por el sistema [CAg]+continuando por

[CAg-H2O]+y [C2Ag]+, lo que permitió proveer información acerca de cómo la interac-

ción base· · · catión permite estabilizar pares de bases y plegamientos no canónicas en el

ADN. Luego, una vez caracterizado estructuralmente el sistema [C2Ag]+, se logró es-

tudiar la espectroscoṕıa UV de éste mediante la técnica FUV. La comparación de los

resultados obtenidos para los sistemas [C2H]+y [C2Ag]+mostró claras diferencias en el

tiempo de vida del estado electrónico excitado. Bajo la aproximación de utilizar dichos

sistemas como un modelo reduccionista de los fluoróforos Agn-ADN, se obtuvo informa-

ción a nivel molecular acerca del efecto de la naturaleza del catión en la fotof́ısica de la

banda de absorción UV de las bases del ADN y el origen de la misma.
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6.2. Resultados

En la presente sección se presentan los resultados obtenidos del estudio de la in-

teracciones de citosina con Ag+. En una primera instancia se describen los resultados

obtenidos mediante espectroscoṕıa DMIR acoplada a espectrometŕıa de masas para los

sistemas [CAg]+, [CAg-H2O]+ y [C2Ag]+, éstos fueron empleados para la determinación

estructural de dichos sistemas. Posteriormente, se presentan los resultados obtenidos

para el agregado [C2Ag]+mediante FUV. Los detalles concernientes a las técnicas espec-

troscópicas y los sistemas experimentales empleados se encuentran en los Capitulos 2 y

3, respectivamente.

6.2.1. Espectroscoṕıa de DMIR de los sistemas [CAg]+, [CAg-H2O]+ y

[C2Ag]+

Los iones [CAg]+, [CAg-H2O]+ y [C2Ag]+ se obtuvieron mediante la inyección de

una solución de AgNO3 250 µM y citosina (C) 500 µM, utilizando como solvente una

mezcla agua/metanol (1:1). Debido a que en la fuente ESI se genera una gran cantidad

de iones, para obtener los espectros de DMIR es necesario asilar la especie de interés,

como se describió en el Caṕıtulo 3, en el sistema experimental empleado los iones fueron

seleccionados y aislados en la interfaz cuadrupolar de un espectrómetro de masas por

resonancia ciclotrónica de iones con transformada de Fourier (FTICR). Los espectros de

masas obtenidos luego de aislación de los iones [CAg]+(m/z = 217, 8 y 219, 8), [CAg-

H2O]+ (m/z = 235, 8 y 237, 8) y [C2Ag]+(m/z = 329, 8 y 331, 8) se muestran en las

Figuras 6.3a, 6.4a y 6.5a respectivamente. En éstas puede verificarse la eficiente aisla-

ción de cada ión. La identificación de dichas especies pueden realizarse ineqúıvocamente

tanto por su relación m/z, como por el patrón isotópico que presentan, dado que, en la

naturaleza existen dos isótopos del átomo de plata diferenciados por dos unidades de

masa atómica, y con abundancias relativas del orden de 107Ag(51,8 %) y 107Ag(48,2 %).

En el recuadro de las Figuras 6.3a, 6.4a y 6.5a, graficado en negro, se muestra una

ampliación en la región de m/z correpondiente a cada ión aislado. Además, se muestra

en rojo la simulación del espectro de masas para cada ión. En todos los casos puede

observase un excelente acuerdo entre el espectro de masas teórico y el experimental, lo

que es evidencia suficiente para la identificación de las especies obtenidas.
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Figura 6.3: . (a) Espectro de masas obtenido aislando el ión [CAg]+cuando se inyecta
una solución de AgNO3 250 µM y C 500 µM, utilizando como solvente una mezcla
agua/metanol (1:1). En el recuadro se muestra, en negro, una ampliación en la región
de m/z correpondiente al ión [CAg]+, y en rojo, la simulación del espectro de masas
para dicha especie. (b) Espectro de masas obtenido luego de la fragmentación del ión
[CAg]+con fotones de 1640 cm-1, donde se observa que le único canal de fragmentación
es la pérdida del ácido isociánico (HNCO), las especies marcadas con (*) corresponden
a la presencia del catión plata, éste no es producido por fotofragmentación. (c) Espectro
de DMIR obtenido entre 1100 y 1800 cm-1para el sistema [CAg]+.

Con el fin de obtener los espectros de DMIR, una vez aislados los iones de interés,

éstos fueron fragmentados mediante la radiación infrarroja emitida por el láser de elec-

trones libres (FEL) instalado en el Centro Láser IR de Orsay (CLIO) de la Universidad

Paris-sud.

En la Figura 6.3b se muestra el espectro de masas obtenido luego de la irradiación

del ión [CAg]+con fotones de 1640 cm-1. Como puede verse, el único producto de frag-

mentación encontrado es la pérdida de un grupo de m/z = 43, que corresponde a la

eliminación de ácido isociánico HNCO de la C. En dicha figura se marca con * la presen-

cia del catión Ag+, la intensidad de dicho ión es independiente de la irradiación con el

láser de fragmentación por lo que, no corresponde a un producto de fotofragmentación,

sino que, probablemente sea producido por CID. El espectro de DMIR obtenido para
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el sistema [CAg]+entre 1100 cm-1 y 1800 cm-1 considerando este único canal de frag-

mentación se muestra en la Figura 6.3c. Éste se obtuvo acoplando la emisión del FEL y

un láser de CO2, utilizando el máximo tiempo de irradiación de ambos (5 s del FEL y

50 ms del láser CO2) sin filtros ni atenuadores. Aún aśı, la eficiencia de fragmentación

obtenida es baja, alcanzando un máximo de 10 % en la única banda observada, que se

encuentra centrada en 1643 cm-1.

Figura 6.4: (a) Espectro de masas obtenido aislando el ión [CAg-H2O]+, cuando se
inyecta una solución de AgNO3 250 µM y C 500 µM, utilizando como solvente una
mezcla agua/metanol (1:1). En el recuadro se muestra, en negro, una ampliación en la
región de m/z correpondiente al ión [CAg-H2O]+, y en rojo, la simulación del espectro
de masas para dicha especie. (b) Espectro de masas obtenido luego de la fragmentación
del ión [CAg-H2O]+con fotones de 1667 cm-1, donde se observa que le único producto es
la pérdida de una molécula neutra de agua. La especie marcada con (*) es desconocida,
pero se verificó que no es producido por fotofragmentación. (c) Espectro de DMIR
obtenido entre 1100 y 1800 cm-1para el catión [CAg-H2O]+.

En la Figura 6.4b se muestra el espectro de masas obtenido luego de la irradiación

del ión [CAg-H2O]+con fotones de 1670 cm-1. En este caso, el único producto de frag-

mentación observado es la pérdida de una molécula neutra de agua, lo que es esperable,

puesto que este canal de fragmentación involucra la ruptura del enlace más débil del

complejo. En dicha figura se marca con * la presencia de una especie desconocida, se
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verificó que la intensidad de éste es independiente de la longitud de onda de irradia-

ción, por lo que no es producida por fotofragmentación y no interviene a la hora de

calcular la eficiencia de fragmentación. El espectro de DMIR obtenido para el sistema

[CAg-H2O]+entre 1100 cm-1 y 1800 cm-1 se muestra en la Figura 6.4c, éste se obtuvo

combinando 100 ms de irradiación con el FEL y 30 ms de irradiación con el láser de

CO2. El espectro presenta una banda intensa y ancha cuyo pico se encuentra a 1667

cm-1 con dos hombros a 1719 cm-1 y 1639 cm-1. Además se observan otras dos bandas

de menor intensidad a 1511 cm-1 y 1215cm-1. Cabe recalcar que el espectro también

fue colectado utilizando filtros y atenuadores para la radiación láser con el objeto de

eliminar la saturación en caso de existir, sin embargo no se logró mejorar la resolución

espectral de la banda centrada a 1667 cm-1. Este resultado parece indicar que dicha

banda de fragmentación es producto del solapamiento de más de un modo de vibración.

En el caso del ión [C2Ag]+ se encontró que el único canal de fotofragmentación

consiste en la pérdida de una molécula neutra de C, lo que da como producto el ión

[CAg]+ de m/z = 218, 8 y 220, 8. A modo de ejemplo, en la Figura 6.5b se muestra el

espectro de masas obtenido cuando el ión padre es irradiado con fotones de 1710 cm-1. En

esta figura además, pueden observarse iones de baja intensidad en m/z = 236, 8 y 238, 8

que corresponden a los aductos [CAg-H2O]+, los cuales se producen como consecuencia

de la colisión de los iones hijos [CAg]+con trazas de H2O presente en el espectrómetro

de masas. Por tanto, éstos últimos también fueron tenidos en cuenta al momento de

calcular la eficiencia de fragmentación. Por otro lado, también se observan la presencia

del catión Ag+ * cuya intensidad no depende de la longitud de onda de irradiación, por

lo que no es producida por fotofragmentación. El espectro de DMIR obtenido entre 1100

cm-1 y 1800 cm-1 para éste sistema se muestra en la Figura 6.5c. El mismo se obtuvo

mediante la irradiación del ión aislado durante 150 ms con el láser FEL. En esta figura

se pueden observar dos bandas pronunciadas a 1645 cm-1 y 1710 cm-1 con un hombro

a 1690 cm-1, y una serie de bandas de menor intensidad a 1210 cm-1, 1435 cm-1, 1490

cm-1 y 1525 cm-1.

6.2.2. Espectroscoṕıa FUV del sistema [C2Ag]+

Para estudiar la espectroscoṕıa de fragmentación UV (FUV) el ión [C2Ag]+se ob-

tuvo en fase gaseosa mediante la inyección de una solución de AgNO3 250 µM y C
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Figura 6.5: (a) Espectro de masas obtenido aislando el ión [C2Ag]+cuando se inyecta
una solución de AgNO3 250 µM y C 500 µM, utilizando como solvente una mezcla
agua/metanol (1:1). En el recuadro se muestra, en negro, una ampliación en la región
de m/z correpondiente al ión [C2Ag]+, y en rojo, la simulación del espectro de masas
para dicha especie. (b) Espectro de masas obtenido luego de la fragmentación del ión
[C2Ag]+con fotones de 1710 cm-1, donde se observa que le único canal de fragmentación
es la pérdida de una molécula neutra de citosina. Además se observo la formación de
los aductos de solvatación [CAg-H2O]+a partir de los iones hijos [CAg]+, ambas espe-
cies fueron tenidas en cuenta para calcular la eficiencia de fragmentación. las especies
marcadas con (*) corresponden a la presencia del catión plata, éste no es producido
por fotofragmentación. (c) Espectro de DMIR obtenido entre 1100 y 1800 cm-1para el
catión [C2Ag]+.

500 µM, utilizando como solvente una mezcla agua/metanol (1:1). Con el objetivo de

obtener el espectro FUV, el ión de interés fue seleccionado y aislados en una trampa

cuadrupolar tridiminsional (QIT). Los detalles del sistema experimental empleado se en-

cuentran descritos en el Caṕıtulo 3. El espectro de masa del ión [C2Ag]+(m/z = 329, 8

y 331, 8) obtenido luego de la aislación se muestra en la Figura 6.6a. En esta figura

puede verificarse la correcta aislación de la especie de interés. Tal como se mencionó en

la sección anterior, tanto la relación m/z como el patrón isotópico que presenta el ión

padre permiten la identificación ineqúıvoca de la especie.
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Figura 6.6: (a) Espectro de masas obtenido aislando el ión [C2Ag]+cuando se inyecta
una solución de AgNO3 250 µM y citosina 500 µM, utilizando como solvente una mezcla
agua/metanol (1:1).. (b) Espectro de masas obtenido luego de la fragmentación del ión
[C2Ag]+con fotones de 33489,6 cm-1, donde se observa que le único producto es la
pérdida de una molécula neutra de C. Las especie marcada con (*) no intervienen en
la fotofragmentación. (c) Espectro FUV obtenido entre 31000 cm-1 (3,84 eV) y 45000
cm-1 (5,58 eV) para el sistema [C2Ag]+.

En la Figura 6.6b se muestra el espectro de masas obtenido luego de la irradiación del

ión padre con fotones de 33489,6 cm-1. Al igual que en los resultados obtenidos para esta

especie mediante DMIR, el único canal de fragmentación observado es la pérdida de una

molécula neutra de C. Sin embargo, en este caso no se observa el producto de solvatación

del fotofragmento [CAg]+. Además, en esta figura se marca con * la presencia de especies

que no se pudieron eliminar de la trampa de iones, pero se verificó que su presencia no

intervienen en el proceso de fotofragmentación. El espectro de FUV obtenido para el

sistema [C2Ag]+entre 31000 cm-1 (3,84 eV) y 45000 cm-1 (5,58 eV) se muestra en la

Figura 6.6c. El origen de la transición electrónica para el catión [C2Ag]+se encuentra

a 33422,6 cm-1 (4,14 eV) . El espectro obtenido presenta muy buena resolución con

bandas bien definidas cuyo ancho a mitad de altura (FWHM) es de (12±2)cm-1, tal

que se pueden distinguir dos progreciones vibracionales de baja enerǵıa con frecuencas
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de ν = 24 cm-1 y 123 cm-1. La resolución del espectro se mantiene hasta enerǵıas de

excitación de 1500 cm-1 por encima del origen de la transición electrónica.

6.3. Análisis y Discusión

En la presente sección se discutirán los resultados mostrados respecto al estudio

de la interacción de citosina con Ag+. Mediante espectroscoṕıa de DMIR se estudiaron

sistemas de complejidad creciente con el objetivo último de proveer información acerca

de cómo la interacción base· · · catión permite estabilizar apareamientos y plegamientos

no canónicas en el ADN. Además, una vez caracterizado estructuralmente el sistema

[C2Ag]+, se estudió su respuesta espectroscópica a la radiación UV y mediante la com-

paración con el sistema [C2H]+, se analizó el efecto de la naturaleza del catión sobre el

tiempo de vida del estado excitado, para contribuir de esta forma al entendimiento de

la naturaleza de los altos rendimientos cuanticos de fluorescencia de fluoróforos del tipo

ADN· · ·Agn cuando éstos son excitados en su banda de absorción UV.

6.3.1. Determinación estructural del ión [CAg]+ mediante DMIR

En la Figura 6.3b de la Sección 6.2.1 se mostró que, mediante irradiación IR el

único producto de fragmentación del ión [CAg]+es la pérdida de ácido isoćıanico, éste

resultado es inesperado teniendo en cuenta los siguientes antecedentes experimentales:

· Estudios previos indican que para el caso de [CH]+mediante DMIR, el único fragmento

encontrado es la pérdida del grupo amino,[119] mientras que para el mismo sistema

fragmentado con radiación UV, se observan los productos correspondientes a la pérdida

de NH3, H2O y HNCO.(Caṕıtulo 5)

· Para los agregados del tipo [C-Metal Alcalino]+, mediante DMIR y CID se observa que

el único canal de fragmentación es la pérdida de citosina neutra.[165]

La diferencia encontrada en los canales de fragmentación de los sistemas [CH]+, [CAg]+ y

[C-Metal Alcalino]+ parece indicar que la naturaleza de la interacción entre la citosina y

el catión Ag+ es distinta al que presenta dicha molécula con el protón o metales alcalinos.

Comparando el espectro de DMIR obtenido para el ión [CAg]+ y los correspon-

dientes reportados por Rodgers [165] para complejos de citosina con metales alcalinos,
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encontramos que la posición de la única banda de fragmentación observada para el

ión [CAg]+coincide con la banda de máxima fragmentación encontrada para el sistema

[CLi]+, para el cual, esta banda también aparece a ∼1640 cm-1. Para el resto de los

metales alcalinos, dicha absorción se mueve a mayores enerǵıas siendo 1650 cm-1, 1660

cm-1, 1670 cm-1 y 1670 cm-1 la posición de la misma banda de para los cationes Na+,

K+, Rb+ y Cs+ respectivamente.

Para interpretar el espectro de DMIR prensentado en la Figura 6.3c, se realizaron

simulaciones computacionales al nivel de teoŕıa de DFT. Se realizó una exploración de

la superficie de enerǵıa potencial para el sistema [CAg]+, utilizando como estructuras de

partida para la posterior optimización, diversas estructuras en las que se modificó, el tipo

de interacción C· · ·Ag+ (σ o π) y el estado tautomérico la molécula. Para simplificar

la notación, al igual que en el Caṕıtulo 5, resumimos el estado de tautomérico de la

citosina con las iniciales (E) enol, (A) amino, (I) imino y (K) para ceto (del inglés

Keto). Además, para evitar ambigüedades se utiliza un número en el caso de que el

la nomenclatura a través del estado tautomérico no sea suficiente para identificar una

estructura ineqúıvocamente.

En la Tabla 6.1 se muestran las seis estructuras más estables encontradas, que

abarcan todos los estados tautoméricos de la citosina y sus rotámeros. En dicha tabla

además, se muestran las entalpias a 0 K corregidas por el error de superposición de

bases y los ∆G a 300 K, ambas cantidades relativas al isómero más estable. Vale la pena

recalcar que, los isómeros encontrados con interacción C· · ·Ag+ de tipo π son al menos

1,24 eV menos estables que los que presentan interacción σ, por lo que no son tenidos

en cuenta en la discusión.

Como puede verse en la Tabla 6.1, al igual que lo observado para otros siste-

mas del tipo [C· · ·X]+,[119, 165] el mı́nimo global de enerǵıa obtenido para el ión

[CAg]+corresponde a un isómero en el que la citosina se encuentra en su estado tau-

tomérico ceto-amino (KA), e interacciona con el catión Ag+ simultáneamente a través

del ox́ıgeno carbońılico y el N(3) heteroćıclico, a este isómero lo llamamos KA1. El se-

gundo isómero en enerǵıa (KA2), 0,15 eV menos estable que el mı́nimo global KA1,

también presenta tautomeŕıa ceto-amino, pero en este caso el catión Ag+ interacciona

con la molécula a través del N(1) y el oxigeno carbońılico. De los siguientes cuatro isóme-

ros, dos presentan tautomeŕıa EA y los otros dos KI, las estructuras de igual tautomeŕıa
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son ratámeros de la citosina. Dichas estructuras son considerablemente menos estables

que las que poseen tautomeŕıa KA.

Es conveniente enfatizar en este punto que, antes de la irradiación con el láser

infrarrojo, los iones son termalizados a temperatura ambiente.[169] Entonces, teniendo en

cuenta el ∆G calculado a 300 K es posible estimar la población relativa de cada isómero

considerando una distribución de Bolztmann a esa temperatura. Dichas poblaciones

relativas también se muestran en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1: Isómeros más estables del complejo [CAg]+, obtenidos considerando los di-
ferentes estados tautoméricos que puede adoptar la citosina. El nivel de teoŕıa utilizado
fue DFT/b3lyp. Para los átomos C,H,N y O se utilizaron las bases 6-311G++(d,p),
para el catión Ag+ se utilizó el pseudopotencial de 36 electrones SDD y las bases que
lo acompañan en el paquete de cálculo GAUSSIAN 09.[112] Los datos termoqúımicos
se obtuvieron teniendo en cuenta la enerǵıa del punto cero y la corrección por super-
posición de bases. Todas los datos se presentan en eV.

  
  

  
 KA1 KA2 EA1 

ΔH (0 K) 0 0,15 0,25 

ΔG (300 K) 0 0,14 0,25 

Población Relativa  1 4,0x10
-3 

5,3x10
-5

 

 

 

 
 

 
 

 KI1 KI2 EA2 

ΔH (0 K) 0,44 0,47 0,52 

ΔG (300 K) 0,43 0,45 0,51 

Población Relativa  5,1x10
-8

 2,4x10
-8 

2,7x10
-9

 

En la Figura 6.7 se muestran en forma comparativa el espectro de DMIR obteni-

do experimentalmente para el sistema [CAg]+, y los espectros de absorción infrarroja

simulados para los tres isómeros más estables. En la Figura 6.7b se muestra el espectro
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Figura 6.7: a) Espectro de DMIR experimentale correspondiente al ión [CAg]+, (b-d)
En rojo se muestran los espectros de absorción IR simulados para los tres isómeros
más estables. En el recuadro del panel (b) se muestra una ampliación en la región de
1600 cm-1 -1700 cm-1 de un espectro obtenido con mayor resolución. Las frecuencias
calculadas fueron corregidas por un factor de 0,98.[170]

simulado para el isómero KA1, para éste, en la región espectral comprendida entre 1600

cm-1 y 1700 cm-1, se observa la presencia de tres bandas vibracionales a 1624 cm-1, 1639

cm-1 y 1660 cm-1 que corresponden respectivamente a, el “bendig” del grupo amino, el

estiramiento del enlace C=O y por último, a un acoplamiento entre ambos modos y un

tercer modo de “wagging” del N1-H. La convolución de estos tres modos normales con

un ancho de 10 cm-1 (resolución espectral del láser) da como resultado una única banda

de absorción centrada en 1643 cm-1, señalada en verde, que se ajusta correctamente al

espectro experimental. Además, en el recuadro de la figura Figura 6.7b se muestra una

ampliación de la misma región espectral registrada con mayor resolución. En éste, la

envolvente de la banda de absorción se resuelve en una banda central y dos hombros,

y puede observarse el muy buen acuerdo entre el espectro simulado y el experimental.

En la Figura 6.7c se muestra el espectro simulado para el isómero KA2, para el cual, la
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banda de estiramiento del grupo C=O se mueve a enerǵıas mayores (1680 cm-1) y co-

mo consecuencia, no hay un buen acuerdo entre el espectro simulado y el experimental.

Finalmente, en la Figura 6.7d se muestra el espectro de absorción IR simulado para el

isómero EA1, para el cual, la banda del “bendig” del grupo amino se predice a 1642 cm-1

lo que está en buen acuerdo con el centro de la banda de absorción obtenida experimen-

talmente. Sin embargo, en el caso de la estructura EA1 al no tener un grupo carbonilo

en la molécula, la simulación en la región comprendida entre 1600 cm-1 y 1700 cm-1

sólo muestra la presencia de una única banda intensa, lo que hace que el ancho de la

transición simulada sea considerablemente menor que la observada experimentalmente.

Además, en el espectro simulado se observa una banda a ∼1460 cm-1 (señalada con *)

correspondiente a la distorsión simétrica del anillo aromático en el plano de simetŕıa

Cs, que tiene la mitad de intensidad que la banda correpondiente al bendig del grupo

amino. Por lo que, podŕıa esperarse que dicha banda sea observable experimentalmen-

te. Sin embargo en la región comprendida entre 1400 cm-1 y 1500 cm-1 no hay ningún

aumento en la eficiencia de fragmentación del ión [CAg]+.

Sin duda, la baja eficiencia de fragmentación obtenida para el sistema [CAg]+dificulta

la obtención de información espectral para asignar ineqúıvocamente la estructura de di-

cho ión. Sin embargo, teniendo en cuenta los siguientes aspectos discutidos:

· El excelente acuerdo entre el espectro de absorción IR simulado para el isómero KA1 y

el espectro de DMIR obtenido experimentalmente.

· La gran diferencia en estabilidad y población relativa calculada entre la estructura KA1

y los isómeros menos estables.

· En otros estudios en fase gaseosa de la interacción de la C con cationes, la C se encuentra

en su estado tautomérico KA.[119, 165]

Se puede concluir que, en las condiciones experimentales de trabajo, la estructura

del sistema [CAg]+corresponde a la del complejo KA1.

La baja eficiencia de fragmentación del ión [CAg]+(10 %) podŕıa entenderse como

una consecuencia de la alta enerǵıa de interacción entre la C· · ·Ag+, que se estimó me-

diante simulaciones a nivel DFT en 2,86 eV. Sin embargo Rodgers y colaboradores esti-

maron que la enerǵıa de interacción C· · ·Li+ del complejo [CLi]+ es ligeramente mayor

(2,95 eV).[165] y también lo es su eficiencia de fragmentación (25 %) , lo que posibilita
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observar otras bandas de menor intensidad en el espectro de DMIR del sistema [CLi]+.

Este hecho, sumado a que los canales de fragmentación para ambos complejos son di-

ferentes, pareceŕıan indicar que la naturaleza de la interacción entre éstos cationes y

la citosina también es diferente. Más experimentos y simulaciones computacionales son

necesarias para terminar de entender estas diferencias.

6.3.2. Determinación estructural del ión [CAg-H2O]+ mediante DMIR

La discusión de los resultados obtenidos para el complejo [CAg-H2O]+, se realizó to-

mando como punto de partida el análisis de la Sección 6.3.1 que concluye que la estruc-

tura del ión [CAg]+presente en fase gaseosas es la correspondiente al isómero KA1, y

además teniendo en cuenta que, para la adquisición de los espectros de DMIR de las es-

pecies [CAg]+ y [CAg-H2O]+ las condiciones experimentales se mantuvieron inalteradas.

Por lo que, la estructura del ión [CAg-H2O]+deben ser consecuencia de la solvatación

de la especie KA1.

Para interpretar el espectro de DMIR mostrado en la Figura 6.4c, se realizaron

simulaciones computacionales al nivel de teoŕıa de DFT. Se realizó una exploración de la

superficie de enerǵıa potencial para el sistema [CAg-H2O]+, utilizando como estructuras

de partida diversas estructuras de solvatación del complejo KA1, donde la molécula de

agua interacciona con el catión plata y los diversos grupos funcionales de la molécula.

Como se mantuvo constante el estado tautomérico de la citosina la nomenclatura puede

simplificarse. Los diversos isómeros son llamados [CAg-H2O]+-N (N=1,2,3...etc) donde

la numeración se utiliza para distinguir entre los isómeros en orden creciente de enerǵıa.

En la Tabla 6.2 se muestran las estructuras obtenidas, las entalṕıas a 0 K y los ∆G a 300

K, relativos a la enerǵıa del isómero más estable, junto con las poblaciones relativas a

300 K de los distintos isómeros, calculada considerando una distribución de Bolztmann

como se explicó en la Sección 6.3.1.

En la Tabla 6.2 puede verse que la solvatación del ión [CAg]+produce una esta-

bilización mayor cuando la molécula de agua interacciona directamente con el catión

Ag+, que cuando ésta interacciona con los demás grupos funcionales de la molécula de

citosina. Además, en la misma tabla se observa que la solvatación del isómero KA1 pro-

duce dos isómeros casi isoenergéticos que constituyen los mı́nimos absolutos de nuestra

búsqueda conformacional. A primera vista los isómero [CAg-H2O]+-1 y [CAg-H2O]+-2
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Tabla 6.2: Energética de los sitios de solvatación del ión [CAg]+. El nivel de teoŕıa
utilizado fue DFT/B3LYP. Para los átomos C,H,N y O se utilizaron las bases 6-
311G++(d,p), para el catión Ag+ se utilizó el pseudopotencial de 36 electrones SDD y
las bases que lo acompañan en el paquete de cálculo GAUSSIAN 09.[112] Los datos ter-
moqúımicos se obtuvieron teniendo en cuenta la enerǵıa del punto cero y la corrección
por superposición de bases. Todas los datos se presentan en eV.
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son similares, pero la posición del catión Ag+ cambia. En el primero, el catión Ag+

interacciona directamente N(3) heteroćıclico y en el último, el catión se encuentra más

cerca del átomo del oxigeno carbońılico. En ambos caso, la molécula de agua se ubica

formando un ángulo de alrededor de 180◦ lo que es de esperar, pues este catión forma

complejos di-coordinados lineales.

En la estructura [CAg-H2O]+-3 la molécula de agua actúa como un ligando biden-

tado, y puede observarse claramente que esta interacción es muy desfavorable energéti-

camente. En las estructuras 4 y 5, el agua interacciona a través del átomo de hidrógeno

del N(4) y solvatando el grupo amino, respectivamente. Estas últimas estructuras son

las menos estables. Cabe recalcar que para el sistema [CAg-H2O]+, no se encontraron

estructuras donde la interaccione [CAg]+· · ·H2O sea de tipo π.
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Es interesante destacar en este punto, el gran ensanchamiento que presenta la banda

más intensa del espectro centrada a 1667 cm-1. Como se mencionó en la Sección 6.2.1, no

se logró mejorar la resolución espectral en la región comprendida entre 1600 cm-1 y 1800

cm-1, por lo que, es de esperar que dicho ensanchamiento sea producido por la presencia

de más de una banda en la misma región espectral asociadas a los dos isómeros más

estables. El fundamente de esta hipótesis se discute en los siguientes párrafos en función

de los resultados expuestos.

Considerando la diferencia en estabilidad y de población relativa que existen entre

las estructuras más estables y los isómeros con estructura [CAg-H2O]+-(3,4 y 5), se puede

descartar la presencia de los últimos en las condiciones experimentales de trabajo. Sin

embargo, debido a que los isómeros [CAg-H2O]+-1 y -2 son cuasi-isoenergéticos, no se

puede descartar a priori la presencia de ninguno, por lo que, en el la Figura 6.8(a-c)

se muestran en forma comparativa el espectro de DMIR obtenido experimentalmente

para el sistema [CAg-H2O]+, y los espectros de absorción infrarrojos simulados para las

estructuras [CAg-H2O]+-1 y -2 respectivamente. La banda de menor intensidad, señalada

Figura 6.8: a) Espectro de DMIR experimentale correspondiente al ión [CAg-H2O]+,
(b-c) En rojo se muestran los espectros de absorción IR simulados para los dos isómeros
más estables. Las frecuencias calculadas fueron corregidas por un factor de 0,98.[170]
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en verde oscuro, que en el espectro experimental aparece a 1215 cm-1, se observa en los

dos espectros simulados alrededor de 1211 cm-1, y corresponde a la deformación de los

ángulos de enlace C-H en el plano del anillo aromático. Como se destaca en el recuadro

verde claro, la banda que aparece a 1511 cm-1 en el espectro experimental, puede deberse

a la superposición de dos bandas asociadas a modos de deformación de los enlaces C-C

en el plano del anillo aromático, que en los espectros simulados se observan a 1490 cm-1

y 1515 cm-1 para el isómero [CAg-H2O]+-1, y a 1490 cm-1 y 1533 cm-1 para el isómero

[CAg-H2O]+-2.

Teniendo en cuenta las diferencias estructurales que presentan los dos isómeros

más estables, es de esperarse que el modo de estiramiento del carbonilo aparezca a

diferentes frecuencias debido a que, en el isómero [CAg-H2O]+-1 puede considerarse que

el grupo C=O está “libre”, mientras que en la estructura [CAg-H2O]+-2 el átomo de O

interacciona de manera directa con el catión. En concordancia con ésto, las simulaciones

de los espectros indican que la absorción de dicho modo de vibración ocurre a 1715 cm-1

para el isómero [CAg-H2O]+-1 y que presenta un corrimiento de -113 cm-1 hacia el rojo

(1602 cm-1) en el caso de isómero [CAg-H2O]+-2.

Por otro lado, es de esperarse que la enerǵıa de la banda correspondiente al “ben-

ding” del grupo amino no sea muy diferente entre los dos isómeros, considerando que

el ambiente qúımico de dicho grupo funcional es similar en ambas estructuras. Las si-

mulaciones de los espectros de absorción indican que para ambos isómeros, este modo

vibracional absorbe alrededor de 1648 cm-1.

En el espectro experimental puede verse claramente una banda a 1719 cm-1 que se

corresponde muy bien con la banda de absorción del estiramiento del grupo C=O del

isómero[CAg-H2O]+-1, que como se dijo anteriormente se espera a 1715 cm-1(recuadro

violeta), lo que es una evidencia de la presencia de dicho isómero en las condiciones

experimentales de trabajo. Sin embargo, la banda del “bending” del grupo amino del

[CAg-H2O]+-1 no es suficiente para explicar el ancho de la banda observada a 1667

cm-1. Teniendo en cuenta que no se logró obtener un espectro con mejor resolución

más allá del uso de filtros y el láser de CO2, se espera que el ensanchamiento de dicha

banda y la presencia de un hombro a 1639 cm-1 se deba a la superposición de las bandas

correspondientes a los modos de “bending” del grupo amino del isómero [CAg-H2O]+-1,



Caṕıtulo 6. Interacción de Citosina con Ag+ 148

el “bending” del amino del isómero [CAg-H2O]+-2 y el estiramiento del grupo C=O de

este último (todos remarcados es azul).

Finalmente, para apoyar la conclusión de la existencia de ambos isómeros, se realizó un

análisis de la enerǵıa de los agregados [CAg]+y [CAg-H2O]+en función de la posición

del catión. Para esto, se varió la posición del catión Ag+ respecto del ángulo que for-

ma éste último con los dos átomos “auxiliares” mostrados en la Figura 6.9. El valor de

dicho ángulo fue modificando gradualmente, y para cada valor de éste se realizó una

optimización del resto de las coordenadas con y sin la molécula de agua. Las curvas

de enerǵıa obtenidas de esta forma se muestran en la Figura 6.9, donde en negro y en

rojo se grafican los resultados para los iones [CAg]+y [CAg-H2O]+, respectivamente.

Puede verse que para el sistema [CAg]+se obtiene un único mı́nimo de enerǵıa cuando

el ángulo es de 62◦, estructura que corresponde a la isómero KA1 antes mencionado.

Cuando el ángulo aumenta o disminuye se observa un marcado incremento de la enerǵıa

del sistema. Sin embargo para el sistema [CAg-H2O]+se observan dos mı́nimos que co-

rresponden a las estructuras [CAg-H2O]+-1 y -2, separadas por una barrera de enerǵıa

de alrededor de 0,05 eV, el análisis de los modos normales de vibración muestra que el

máximo de esta barrera corresponde al estado de transición para la isomerización con

una frecuencia imaginaria de i 60,3 cm-1. En la misma figura se muestra la estructura

del estado de transición y los vectores de movimiento correspondientes al modo de la

frecuencia imaginara. Teniendo en cuenta los resulta mostrados, se puede concluir que la

solvatación del sistema [CAg]+genera un doble pozo de enerǵıa potencial, y recordando

que la enerǵıa térmica es de 0,024 eV, es de esperarse que ambos iones se encuentren

presentes en las condiciones experimentales de trabajo.

6.3.3. Determinación estructural del ión [C2Ag]+ mediante DMIR

Las discusiones de los resultados obtenidos acerca de los sistemas [CAg]+y [CAg-

H2O]+, confirman que el empleo conjunto de la espectroscoṕıa de DMIR y simulaciones

computacionales, constituye una herramineta apta para la determinación estructural de

sistemas de esta naturaleza. En la presente sección se discuten los resultados obtenidos a

partir del estudio del ión [C2Ag]+, lo que permitió realizar por primera vez una asignación

estructural detallada de dicho sistema.
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Figura 6.9: Curvas de enerǵıa potencial de los iones [CAg]+y [CAg-H2O]+a lo largo
de la coordenada que considera la posición del catión Ag+ entre los grupos C=O y
C-N-C de la citosina. Los cálculos fueron realizados al nivel de teoŕıa DFT/b3lyp, para
los átomos de C, H, O y N se utilizaron las bases 6-311G++(d,p) y para catión Ag+

se utilizó el pseudopotencial de 36 electrones SDD y las bases que lo acompañan en el
paquete de cálculo GAUSSIAN 09.[112] El ángulo que forma el catión Ag+ con los dos
átomos “auxiliares” se varió progresivamente, y a cada valor de éste se optimizó el resto
del sistema con (ĺınea y esferas rojas) y sin la molécula de agua (linea y esferas negras)

El espectro de DMIR experimental del ión [C2Ag]+que se prensentó en la Figu-

ra 6.5c, y para su interpretación se realizaron simulaciones computacionales al nivel de

teoŕıa de DFT. Las discusiones de la secciones 6.3.1 y 6.3.2 referidas a los sistemas

[CAg]+ y [CAg-H2O]+permiten tomar como punto de partida en esta discusión que la

citosina en el sistema [C2Ag]+se encuentra en su estado tautomérico ceto-amino, sin

embargo, debido a que los sistemas [CAg]+y [CAg-H2O]+no se generaron por fragmen-

tación directa del sistema [C2Ag]+, y para no agregar un grado de especulación a la

discusión, se realizó una exploración de la superficie de enerǵıa potencial para el sis-

tema [C2Ag]+, utilizando como estructuras de partida para la posterior optimización,

diversos isómeros en los que se modificó el tipo de interacción Ag+· · · citosina (σ o π),

y el estado tautomérico de ambas moléculas de citosina. La nomenclatura empleada pa-

ra estos d́ımeros consiste en dos letras para cada molécula de citosina, que indican el

estado de tautomerismo de cada una de ellas según las iniciales (E) enol, (A) amino,

(I) imino y (K) para ceto. Además, se emplean los śımbolos σ y π para indicar el tipo

de interacción de cada molécula con el catión Ag+. En caso de surgir ambigüedades,
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se agregó un número a la nomenclatura para distinguir isómeros de igual tautomeŕıa e

igual tipo de interacción. En la Tabla 6.3 se muestran las ocho estructuras más estables

encontradas. En esta tabla puede observarse a primera vista que, las estructuras con

interacciones σ son más estables que las estructuras que poseen interacciones de tipo

π. Siendo el isómero con interacción π de menor enerǵıa, 1 eV menos estable que la

estructura determinada como mı́nimo global.

Tabla 6.3: La superficie de enerǵıa potencial del sistema [C2Ag]+ fue explorada al
nivel de teoŕıa b3lyp, utilizando para los átomos C,H,N, y O el conjunto de bases
6-311G++(d,p) y para el átomo de Ag, el pseudopotencial SDD y las bases correspon-
dientes de dicho pseudopotencial incorporadas en el paquete GAUSSIAN 09.[112]
Las propiedades termoqúımicas fueron calculadas teniendo en cuenta la enerǵıa del
punto cero y la corrección por superposición de bases. Las valores se encuentran en
unidades de eV
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El mı́nimo global de enerǵıa encontrado corresponde a una estructura plana, en

la cual ambas moléculas de citosina se encuentran en su forma ceto-amino (KA), y el

catión plata interacciona con simetŕıa σ con los pares electrónicos no enlazantes del

N(3) de cada molécula. La distancia de interacción N(3)citosina· · ·Ag+ (dAg+−N ) es

de 2.1 Å. A este isómero de mı́nima enerǵıa le corresponde la nomenclatura KAσKAσ,

y muchas de las estructuras de prueba convergieron a ésta. Hay dos caracteŕısticas a

destacar respecto a la estructura de este isómero. Por un lado, los enlaces N(1)H y

N(1’)H que son los involucrados en la formación del enlace glicośıdico para dar lugar al

nucleótido, se encuentran en posición transoid (o anti-paralela, véase Figura 6.10),[171]

a diferencia de lo que ocurre en la formación de la doble hélice canónica, en la que

estos enlaces se encuentran en posición cisoid (paralela). Por otro lado, la estructura

KAσKAσes asimétrica respecto de las distancias intermoleculares O(7)· · ·N(8’) (3,3 Å)

y O(7’)· · ·N(8) (5,3 Å) como puede observarse en la Figura 6.10. Se puede re-optimizó la

estructura KAσKAσcon restricción de simetŕıa al grupo C2h, pero el análisis de las

frecuencias de la geometŕıa obtenida de esta forma, muestra que la estructura simétrica

corresponde a un estado de transición para la formación de uno u otro de los puentes

hidrógeno, NH2· · ·O=C, con una frecuencia imaginaria de i17 cm-1.

Figura 6.10: Comparación de la estructura [C2H]+en el plegamiento i-motif y la es-
tructura KAσKAσdeterminada para el sistema [C2Ag]+. En la figura se resaltan las
posiciones donde tienen lugar los enlaces glicośıdicos, además de las distancias y ángu-
los más relevantes.
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El segundo isómero de menor enerǵıa es el EAσKAσ1 (se encontraron diversas es-

tructuras del tipo EAσKAσ, y para distinguir entre ellas se las numeró de menor a mayor

enerǵıa), en el cual el catión Ag+ está unido a las dos moléculas de citosina a través

de los pares de electrones no enlazantes del N(3) y N(3’), pero en este caso la forma

tautomérica de ambas moléculas no es la misma, una se encuentra en forma enol-amino

(EA) y la otra en forma ceto-amino (KA). El isómero EAσKAσ es 0,33 eV menos es-

table que el isómero KAσKAσ. El tercer isómero de mayor enerǵıa es el EAσEAσ, en

el cual ambas moléculas de citosina se encuentran en su forma tautomérica enol-amino

(EA), y otra vez, el catión Ag+ interacciona con ambas moléculas a través de los pares

no enlazantes de los N(3) heteroćıclicos. Este isómero es 0,73 eV menos estable que el

isómero KAσKAσ.

Las entalpias a 0 K corregidas por el error de superposición de bases, y los ∆G a

300 K, relativos a la enerǵıa del isómero KAσKAσ se resumen en la Tabla 6.3. En la

misma tabla también se muestra la población relativa de cada isómero respecto al más

estable, calculada considerando una distribución de Bolztmann a 300 K.

Para realizar la asignación estructural, comparamos el espectro experimental (Figu-

ra 6.11a) con los espectros de absorción IR simulados para las tres estructuras de menor

enerǵıa, Figura 6.11(b-d). En la misma figura además se analiza la presencia o ausencia

de bandas caracteŕısticas para cada estructura en el espectro experimental. Por ejemplo,

la banda intensa que se observa a 1710 cm-1 con un hombro a 1690 cm-1 puede atribuirse

al estiramiento de dos grupos carbonilos C=O no equivalentes, lo que sugiere que las

moléculas de citosina deben encontrarse en el estado tautomérico KA. Por otro lado,

para los isómeros EAσKAσ1 y EAσEAσ se esperaŕıa encontrar bandas caracteŕısticas

asociadas a la presencia del grupo enol a 1280 cm-1 y 1325 cm-1, que se resaltan en la

Figura 6.11(c,d) con ∗. La banda predicha a 1575 cm-1 que corresponde a un modo de

deformación en el plano, de un anillo aromático sustituido con un grupo donor π (co-

mo el grupo OH), también es una marca caracteŕıstica de los isómeros con tautomeŕıa

EA, y tampoco se observa en el espectro experimental. Además el isómero EAσEAσ no

presenta ninguna banda a 1710 cm-1, donde se observa la banda de mayor intensidad en

el espectro experimental. Para el isómero EAσKAσ1 si predice una banda a 1710 cm-1,

pero ninguna de las bandas caracteŕısticas del grupo enol se encuentran en el espectro

experimental.
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Figura 6.11: (a)Espectro experimental de DMIR del complejo [C2Ag]+ entre 1100 y
1800 cm-1. (b-d) corresponden a los espectros IR simulados de las estructuras KAσKAσ,
EAσKAσ1 y EAσEAσ respectivamente. Las frecuencias calculadas fueron corregidas por
un factor de 0,98.[170]

Entre los tres isómeros de menor enerǵıa, el espectro simulado del complejo KAσKAσ

es el que mejor se ajusta al observado experimentalmente. El espectro de absorción IR

simulado para este isómero (Figura 6.11b) presenta dos bandas intensas a 1720 cm-1 y

1702 cm-1, correspondientes a los modos de estiramiento C=O de los grupos carbonilos,

que se encuentran a diferentes frecuencias debido a que presentan diferentes distancias

con el grupo NH2. Otra banda intensa es predicha a 1650 cm-1, que corresponde a de-

formación simétrica del grupo NH2 con interacción de puente hidrógeno. Además, el

espectro simulado del isómero KAσKAσ presenta un grupo de tres bandas en la re-

gión entre 1450-1550 cm-1que también se observan en el espectro experimental. Como

se mencionó anteriormente, también se optimizó la estructura del isómero KAσKAσ con

restricción de simetŕıa C2h, encontrándose que consiste en un estado de transición. En

la Figura 6.12 se muestran los espectros simulados de los isómeros KAσKAσcon y sin
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restricción de simetŕıa, junto con el espectro experimental. Como es de esperarse, se ob-

serva que la estructura simétrica presenta sólo una banda de estiramiento de los grupos

C=O a 1723 cm-1, debido a que ambos son equivalentes. Por lo que la presencia de las

dos bandas a 1710 cm-1 y 1690 cm-1 en el espectro experiemental, y la predicción de estas

dos a 1720 cm-1 y 1702 cm-1 para el isómero KAσKAσ, es una clara evidencia de que en

las condiciones experimentales se forma el complejo asimétrico, y que esta asimetŕıa no

es un artificio de las simulaciones computacionales.

Figura 6.12: (a) Espectro experimental de DMIR obtenido para el ión [C2Ag]+. (b y
c) muestran a modo de comparación los espectros del complejo KAσKAσ, con y sin res-
tricción de simetŕıa C2h, respectivamente. Las frecuencias calculadas fueron corregidas
por un factor de 0,98.[170]

Aunque la presencia de los isómeros menos estables EAσKAσ1 y EAσEAσ no puede

descartarse por completo, el buen acuerdo existente entre el espectro de DMIR expe-

rimental y el espectro de absorción IR, junto con los resultados teóricos (diferencia de

enerǵıa y poblaciones relativas), nos permite concluir que bajo las condiciones experi-

mentales la estructura del sistema [C2Ag]+corresponde a la del isómero KAσKAσ.

En el contexto de la búsqueda de la generación de pares de bases artificiales, los

resultados mostrados en esta sección son de relevancia por dos razones principales. Pri-

mero, se encontraron estructuras similares para d́ımeros de citosina (C-H+-C)[145] y

citosinas sustituidas (XC-H+-CX) mediadas por protón.[144, 172] Como puede verse en
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la Figura 6.10, el isómero KAσKAσ puede considerarse un derivado del comúnmente

aceptado par protonado C-H+-C que estabiliza el plegamiento i-motife no canónico del

ADN, manteniendo la simetŕıa anti-paralela entre los enlaces glicośıdicos, necesaria para

dicho plegamiento (Caṕıtulo 1). Este resultado está en ĺınea con lo observado reciente-

mente [36] respecto de la formación de estructuras de tipo i-motif del ADN a pH neutro

en presencia de iones Ag+. El segundo punto de importancia, radica en el hecho de que

la estructura encontrada para el isómero KAσKAσ mantiene una simetŕıa planar, lo que

es de fundamental importancia para la interacción entre los d́ımero de las diferentes

cadenas, para la formación de la estructura tetramérica del i-motif.

Vale la pena recalcar que no se encontró un mı́nimo de enerǵıa para la estructura

KAσKAσ con orientación cisoid entre los enlace N(1)H y N(1’)H. Se esperaŕıa encontrar

dicha estructura en el caso de ocurrir un “missmaching” C-C en la doble hélice canónica.

Este resultado está en acuerdo con publicaciones anteriores,[171] que indican que la

estructura cisoid sólo se pude estabilizar bajo condiciones de restricción de simetŕıa, y

que del análisis de frecuencias se encuentra que ésta corresponde al estado de transición

para la rotación interna hacia la formación de la estructura transoid. La fuerza impulsora

de esta rotación, consiste principalmente en la repulsión estérica y electrostática entre

los grupos NH2 de las dos moléculas de citosina.[171] Además, en la estructura cisoid no

es posible la interacción por puente hidrógeno entre las dos moléculas, lo que hace que

esta última sea alrededor de 0,33 eV menos estable que el isómero KAσKAσ transoid.

Las simulaciones realizadas indican que la enerǵıa de interacción C-Ag+· · ·C es

de alrededor de 2,22 eV para el isómero KAσKAσ. Esta enerǵıa es considerablemente

mayor a la correspondiente al d́ımero protonado C-H+· · ·C, determinada por medio de

CID en 1,76 eV y por simulaciones computacionales en 1,75 eV.[144] La gran enerǵıa de

interacción encontrada para C-Ag+· · ·C en el complejo KAσKAσ se debe mayormente a

la interacción entre el catión y los pares no enlazantes de los N(3) heteroćıclicos de cada

molécula, pero también tiene una contribución importante de la interacción de puente

hidrógeno NH2· · ·O=C. Para el isómero KAσKAσ la distancia dAg-N=2,1 Å produce

un distanciamiento considerable entre ambas moléculas de citosina dN(3)-N(3)= 4,2 Å,

por lo que la distorsión de la simetŕıa encontrada es necesaria para la formación de un

puente hidrógeno entre el grupo NH2 de una citosina y el grupo C=O de la otra. Esta

interacción es la fuerza impulsora de la distorsión. Es de esperar que la estabilización por
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el puente hidrógeno sea del orden de la diferencia de enerǵıa entre la estructura transoid

y la cisoid (0,33 eV) donde dicha interacción no ocurre.

Los resultados aqúı mostrados están de acuerdo con los obtenidos recientemente

en fase condensada, que indican que los dúplex con apareamientos C-C en orientación

cisoid generados en presencia de cationes Ag+, presenta una temperatura de cambio

de fase de 309,6 K. Dicha temperatura es 12 K menor que la correspondiente al cam-

bio de fase para el mismo dúplex con apareamiento m5iC-C en orientración transoid

(m5iC=5metilcitosina), también generado en presencia de cationes Ag+. [161] Los au-

tores sugieren que el aumento en la temperatura del cambio de fase puede deberse a la

estabilización conjunta producida por la presencia del cationes Ag+ y la formación del

puente hidrógeno en la estructura transoid. Los resultados aqúı mostrados indican que

esta hipótesis es posible, y que la existencia de este efecto puede ocurrir sólo mediante

la ruptura de la simetŕıa en el isómero KAσKAσ con geometŕıa transoid.

6.3.4. Efecto de la naturaleza catión en el tiempo de vida y propiedades

electrónicas de los d́ımeros de bases del ADN: Comparación de

los Sistemas [C2Ag]+ y [C2H]+

Debido a que, como se mencionó en la sección anterior la estructura del complejo

[C2Ag]+es similar que la del complejo [C2H]+, con el remplazo formal del H+ por el

catión Ag+, en esta sección se realizara una comparación de las propiedades ópticas y

electrónicas de ambos complejos, obtenidos mediante espectroscoṕıa FUV. Los resul-

tados referidos al catión [C2H]+fueron presentados en le Caṕıtulo 5 y aqúı sólo se los

utilizará a modo comparativo para evaluar el efecto de catión sobre las propiedades

anteriormente mencionadas.

Los espectros de FUV de los sistemas [C2Ag]+y [C2H]+se registraron en la región

espectral comprendida entre 31000 cm-1 (3,84 eV) y 45000 cm-1 (5,58 eV) y se pre-

sentaron en las figuras Figura 6.6c y Figura 5.5 respectivamente. Los espectros fueron

obtenidos bajo idénticas condiciones experimentales con el objetivo de poder realizar una

comparación entre ambos. Con el objeto de facilitar la visualización, dichos resultados

se muestran en forma conjunta en la Figura 6.13.
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Figura 6.13: Espectros de FUV de los sistemas a)[C2Ag]+ y b)[C2H]+ en el rango
espectral completo estudiado 31000 cm-1 (3,84 eV) y 45000 cm-1 (5,58 eV). En ĺıneas
punteadas se indican los oŕıgenes de las transiciones electrónicas de los componentes
individuales de los complejos, C[173] y CH+.[174] Las transiciones electrónicas del áto-
mo de plata,[108] 30469,2 cm-1 (328,2 nm) y el catión Ag+ 90334,2 cm-1, 89928,1 cm-1

y 83612,1 cm-1 (110,7 nm, 111,2 nm y 119,6 nm)[109, 175] se encuentra fuera de escala.

El origen de las transiciones electrónicas para [C2Ag]+ y [C2H]+ se encuentran

cercanas en enerǵıa, siendo 33433,6 cm-1 (4,14 eV) la enerǵıa de absorción para el primero

y 34855,3 cm-1 (4,32) para el segundo. Éstas además, son similares a los oŕıgenes de

las transiciones electrónicas de la citosina neutra, C 00=31824,8 cm-1 (3,94 eV)[173]

y la citosina protonada [CH]+00=32948,9 cm-1 (4,08 eV).[174] En la Figura 6.14 se

muestra una ampliación de la región espectral donde tienen lugar los oŕıgenes de las

transiciones para ambos complejos. En ésta puede verse claramente que los espectros de

ambos sistemas presentan estructuras vibracionales y anchos de banda marcadamente

diferentes.

Como se discutió en el Caṕıtulo 5, el tiempo de vida del estado electrónico excitado

puede estimarse del ancho de las bandas vibracionales a partir del ajuste a una función

Voigt.[174] Bajo la aproximación de que no existe congestión espectral, el ensanchamien-

to de las bandas vibracionales está relacionado sólo con el tiempo de vida del estrado

electrónico excitado mediante el principio de incertidubmbre, a través de la Ecuación 5.1.

El espectro del complejo [C2Ag]+muestra claramente que la resolución espectral es lo

suficientemente buena como para resolver progresiones vibracionales de modos tan ba-

jos como 24 cm-1, además el ensanchamiento rotacional puede ser despreciado debido a

que la temperatura del experimento es de alrededor de 30 K.[174] Teniendo en cuenta
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Figura 6.14: Región de baja enerǵıa de los espectros FUV. a) [C2H]+y b) [C2Ag]+.
En el panel (b) se agregó una ampliación de los primeros 150 cm-1del espectro, en la
cual se observa una progresión vibracional de baja frecuencia. Las bandas vibracionales
fueron ajustadas a funciones Voigt.

estas consideraciones, podemos tomar por válida la aproximación dada por la Ecua-

ción 5.1. Del análisis de las bandas vibracionales, se encontró que el ancho de banda

(FWHM) Lorentziano del perfil Voigt utilizado para los ajustes, correspondiente al sis-

tema [C2Ag]+es menor a 1 cm-1 y está asociado a un tiempo de vida τ > 5000fs. Por

otro lado para el sistema [C2H]+, como ya se mencionó en el Caṕıtulo 5 el FWHM es

de 62 cm-1, lo que corresponde un tiempo de vida estimado de τ = 85fs, que es al

menos dos órdenes de magnitud menor que el correspondiente τ del sistema [C2Ag]+.

Esta notable diferencia muestra que la sustitución del H+ por Ag+ tiene un marcado

efecto en la dinámica del estado electrónico excitado del complejo. El incremento del

tiempo de vida del estado electrónico excitado encontrado para el complejo [C2Ag]+, es

compatible con los altos rendimientos cuánticos de fluorescencia encontrados para los

agregados ADN-Agn, sintetizados en matrices de ADN ricas en citosina,[46–48, 51] en

comparación a los observados para ADN o nanopart́ıculas de Ag.

Para complementar la discusión de los resultados experimentales, se realizaron si-

mulaciones computacionales de las excitaciones electrónicas mediante cálculos al nivel

de teoŕıa RI-ADC(2). Para la comparación con el estado fundamental, las estructuras

fueron re-optimizadas al nivel MP2.
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Tabla 6.4: Estructuras y excitación electrónica de los sistemas [C2Ag]+y [C2H]+. a

valores en unidades de eV . Las estructuras y enerǵıas del estado fundamental fueron re-
calculadas al nivel MP2 cc-pVDZ. Las estructuras y enerǵıas de los estados electrónicos
excitados fueron calculados al nivel RI-ADC(2) cc-pVDZ

 C2Ag
+ 

0-0exp = 4,16 eV 

 

C2H
+ 

0-0exp = 4,32 eV 

 

 

S0
a 

 

1A´(1)
a
 

 

1A”(1)
a 

 

 

S0
a 

 

1A´(1)
a
 

 

1A”(1)
a
 

 

Fuerza del oscilador 
 

0,15 0,011 
 

0,13 0,0004 

Optimización S0 0,00 4,79 4,88 0,00 4,92 5,82 

Optimización A´ 1,10 4,10 3,93 0,52 4,44 5,31 

Optimización A” 2,00 5,32 3,04 3,29 3,63 6,11 

La optimización de la estructura en el estado fundamental al nivel MP2 con-

dujo al mismo resultado obtenido mediante la utilización de otros niveles de teoŕıa.

[144, 145, 171] Considerando que ambos complejos pertenecen al grupo de simetŕıa Cs,

se calcularon las enerǵıas de excitación vertical (Evert) de los estados electrónicos de

simetŕıa A’ (densidad electrónica simétrica respecto al plano de simetŕıa del complejo)

y A” (densidad electrónica anti-simétrica respecto al plano de simetŕıa del complejo)

obtenidas se muestran en la Tabla 6.4.

En muchos casos donde las bases del ADN se encuentran en estado neutro o proto-

nado, la optimización del estado S1 conduce a una deformación fuera del plano del anillo

aromático, que conduce a una intersección cónica entre los estado S0 y S1, dando como

resultado una rápida desactivación del estado electrónico excitado mediante una conver-

sión interna al estado S0.[146] Los sistemas [C2Ag]+y [C2H]+son demasiado complejos

por lo que, en una primera aproximación, considerando que las estructuras en el estado

fundamental son planas, se consideró que en el estado electrónico excitado la estructura

de los complejos mantienen su simetŕıa Cs. Además, los estados A’y A” se encuentran

muy cerca en enerǵıa, por lo que los intentos de optimización sin restricción de simetŕıa,
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fallan debido al cruzamiento y acoplamiento entre estados.

La optimización de los estados A’ y A” con la restricción de simetŕıa Cs permi-

te estimar la enerǵıa de excitación adiabática (Ead ), aproximación ya empleada en la

discusión del Caṕıtulo 5. La (Ead ) calculadas de esta forma, están de acuerdo con los

oŕıgenes de las transiciones obtenidas experimentalmente (0-0exp). Esta información se

resume en la Figura 6.15 y la Tabla 6.4.

Figura 6.15: Esquema de los niveles de enerǵıa de los sistemas [C2Ag]+y [C2H]+.
Las lineas indican las enerǵıas obtenidas a través de la optimización del estados fun-
damental y el A’. Para el sistema [C2H]+, el estado excitado S1 puede optimizarse sin
restricción de simetŕıa, dando como resultado una geometŕıa fuertemente distorsionada.
Para el sistema [C2Ag]+, la optimización de los estados electrónicos excitados sin res-
tricción de simetŕıa no converge, probablemente debido a que los dos estados excitados
están muy cerca enerǵıa. Las ĺıneas punteadas son indicativas del posible mecanismo
de decaimiento no radiativo

En la Tabla 6.4 se muestran, resaltadas en negro las enerǵıas de excitación (Ead )

desde el estado fundamental al primer estado A” para cada complejo. Además, en rojo

se muestran los valores de excitación que mejor se ajustan a los valores obtenidos expe-

rimentalmente para el origen de las transiciones electrónicas de cada complejo (0-0exp).

En ambos casos, se trata de la transición desde el estado fundamental al primer estado

excitado de simetŕıa A’. Para ambos iones el estado A’ corresponde a una excitación del

tipo ππ∗, con la diferencia de que, para el sistema [C2Ag]+, dicha excitación ocurre con

una transferencia parcial de carga (TC) entre las dos moléculas Figura 6.16.
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Figura 6.16: Principales orbitales involucrados en las transiciones electrónicas que
conducen a los estados excitados A’ y A” de los sistemas [C2Ag]+y [C2H]+

En el caso del sistema [C2Ag]+, a la geometŕıa de equilibrio del estado fundamental,

el estado ππ∗ (A’) es de menor enerǵıa que el estado excitado A” (Figura 6.15), que se

puede caracterizar como un estado nAgπ
∗ (Figura 6.16). La optimización en el estado

electrónico excitado A’ con restricción de simetŕıa Cs, estabiliza el estado A” a menor

enerǵıa respecto al estado A’ ópticamente accesible (Figura 6.15). Luego de una defor-

mación del plano, la optimización del estado A” devuelve el sistema a su estado planar.

Por otro lado, la optimización de la misma deformación en el estado estado A’ produce

una estabilización de la enerǵıa. Esto puede implicar que a lo largo de la coordenada de

deformación del plano molecular, el cruce entre los estados ππ∗ y nπ∗ puede producir

una barrera de enerǵıa, que evitaŕıa la relajación no radiativa rápida del estado S1 por

medio de la conversión interna al estado S0.

Por otro lado, en el caso del complejo [C2H]+, el estado nπ∗ (A”) se mantiene por

encima del estado ππ∗ (A’) luego de la optimización bajo las restricción de simetŕıa Cs.

En ausencia de la restricción de simetŕıa Cs, ambos estados se mezclan y la optimización

del estado S1 conduce a un cruzamiento con el estado fundamental. Es probable que

exista una correlación entre la diferencia de enerǵıa entre los estados ππ∗ y nπ∗, y la

el incremento en el tiempo de vida observado cuando el estado nπ∗ es ligeramente más

estable que el ππ∗, sin embargo esto se encuentra aún bajo análisis ya que para llegar a
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esta conclusión es necesario disponer de un número apreciable de datos que puedan ser

contrastables por medio de simulaciones.

Una hipótesis para racionalizar la diferencia de los tiempos de vida observados para

los sistema [C2Ag]+y [C2H]+es la siguiente: la transición electrónica produce el estado

ππ∗ en su estructura de simetŕıa Cs. Si no hay un estado nπ∗ de menor enerǵıa, el

estado S1 ππ
∗ fácilmente puede sufrir una deformación en el plano, lo que produce una

conversión interna al estado fundamental. Por otro lado, si existe un estado nπ∗ de menor

enerǵıa, la deformación en el plano produce un cruzamiento entre estos estado, generando

una barrera en la coordenada de deformación del plano, que previene el cruzamiento del

estado ππ∗ con el estado fundamental a bajas enerǵıas de excitación. Por lo que en el

segundo caso, se esperaŕıa un aumento del tiempo de vida del estado excitado.

6.4. Conclusiones

Durante el desarrollo de este caṕıtulo, como primera aproximación al entendimien-

to de las interacciones del tipo ADN· · ·Agn, se estudió como modelo simplificado la

interacción entre Ag+ y la molécula de citosina. Los experimentos realizados por espec-

troscoṕıa de disociación multifotónica IR permitieron determinar la estructural de los

complejos que forma la molécula con el catión, con el fin de entender como dicha interac-

ción permite estabilizar estructuras no canónicas en el ADN. Debido a la complejidad del

sistema en estudio se optó por un enfoque “bottom-up”, por lo que se estudiaron siste-

mas de complejidad creciente partiendo por el sistema [CAg]+, [CAg-H2O]+ y [C2Ag]+.

Posteriormente, una vez conocida la estructura del sistema [C2Ag]+se estudió su espec-

troscoṕıa UV mediante la técnica FUV, y los resultados obtenidos se compararon con

los correspondientes al sistema [C2H]+con el fin de evaluara el efecto del tipo de catión

sobre la fotof́ısica de los sistemas del tipo ADN· · ·Agn.

En las Secciones 6.3.1 y 6.3.2, se presentaron los estudios de la interacción de Ag+

con citosina ([CAg]+), y su complejo de solvatación ([CAg-H2O]+). Para el sistema

[CAg]+, se encontró que la estructura del complejo presente en las condiciones experi-

mentales es muy similar al obtenido para la interacción de la C con otros cationes. En

dicha estructura, la molécula se encuentra en su estado tautomérico ceto-amino (KA) e

interacción con el catión Ag+ simultáneamente a través del N(3) heteroćıclico y el O del
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grupo C=O. Notablemente, los canales de fragmentación del complejo [CAg]+difieren

de los observados para los complejos de citosina con cationes alcalinos y protón. En

particular, la diferencia más importante es la observada respecto al complejo [CLi]+,

puesto a que ambos complejos tienen estructuras y enerǵıas de disociación (catión· · ·C)

similares, pero los canales de fragmentación y las eficiencias de fragmentación son muy

diferentes, éste fenómeno probablemente se deba a la naturaleza del enlace catión· · ·C

o a la energética de los canales de fragmentación.

Para el complejo de solvatación [CAg-H2O]+, se encontró que existen dos estructuras

isoméricas quasi-isoenergéticas, y que en las condiciones de trabajo se puede dar cuenta

del espectro experimental de DMIR obtenido sólo si se considera la presencia de ambas

estructuras.

En la Sección 6.3.3, combinando la espectroscoṕıa DMIR y simulaciones compu-

tacionales se logró asignar la estructura del par de bases no convencional [C2Ag]+, en

la cual ambas moléculas de citosina se encuentran en su forma ceto-amino (KA), y el

catión plata interacciona con simetŕıa σ con los pares electrónicos no enlazantes del N(3)

de cada molécula. La estructura encontrada para este sistema es relevante debido a su

similitud a la estructura ya conocida del d́ımero protonado [C2H]+responsable de la es-

tabilización del plegamiento de forma i-motif del ADN. Al comparar las estructuras de

los sistemas [C2H]+y [C2Ag]+encontramos que la formación de este último consiste en el

reemplazo del enlace intermolecular NH+· · ·N, por el enlace N· · ·Ag+· · ·N que resulta

ser más fuerte que el primero. Es probable que el aumento de la estabilidad del sistema

[C2Ag]+se deba a un efecto cooperativo entre la formación de la interacción N· · ·Ag+ y

el enlace de puente hidrógeno intermolecular. El estudio de la competencia entre Ag+

y H+ en el plegamiento i-motif podŕıa dar lugar al desarrollo de switches moleculares

dependientes de pH y la concentración de Ag+.

Finalmente, mediante espectroscoṕıa FUV se encontró que la formación del d́ımero

de dos moléculas de citosina con el catión Ag+, no cambia drásticamente las propieda-

des de la transición electrónica respecto a lo observado para [C2H]+ y [CH]+en cuanto

a su enerǵıa de excitación, al contrario a lo encontrado para agregados catiónicos de

plata u oro con aminoácidos, para los cuales se encuentra una nueva banda de absorción

en la región entre 300 nm y 450 nm, que se atribuye a una banda de transferencia de

carga.[176–182] Los resultados aqúı mostrados están de acuerdo con lo reportado por
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Fyngenson y colaboradores [49], que sugieren que en fase condensada la absorción UV

de los sistema ADN-Agn altamente fluorescentes se debe a la excitación electrónica de

las bases del ADN. Por otro lado el acomplejamiento con Ag+ cambia significativamente

el tiempo de vida del estado electrónico excitado, cuando se lo compara con el acom-

plejamiento con H+. El origen de ésta diferencia se puede interpretar como un efecto

del catión Ag+ sobre las superficies de enerǵıa potencial de los estados electrónicos ex-

citados, que genera una barrera de enerǵıa en el camino hacia la intersección cónica

entre el estado fundamental y el excitado. Esta intersección cónica śı está presente en el

sistema [C2H]+, lo que lleva a una rápida desactivación no radiat́ıva de este último. Es

de esperarse que el aumento del tiempo de vida del estado electrónico excitado encon-

trado para el sistema [C2Ag]+, esté relacionado con los altos rendimientos cuánticos de

fluorescencia observados para los sistemas ADN· · ·Agn, aunque debe tenerse en cuenta

que la fluorescencia de estos últimos aparece luego de la reducción qúımica de catión

Ag+. Sin embargo Dougurd y colaboradores [176–182] han establecido que los sistemas

catiónicos pueden dar información relevante respecto a de las propiedades ópticas de los

agregado h́ıbridos metal-biomolécula.

Uno de los objetivo principales de la conjugación entre metales y sistemas biológicos,

es la creación de una nueva generación de sensores moleculares, y la espectroscoṕıa en

fase gaseosa puede ayudar a desarrollar sistemas modelos para construir el entendimiento

de estos sistemas desde un enfoque “bottom-up”. En este contexto, el próximo paso en

esta investigación consiste en el estudio mediante DMIR y FUV de agregados de Agn,

con cierto grado de reducción qúımica, interaccionando con pequeños oligonucleótidos.
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7.1. Conclusiones y Perspectivas

El objetivo central del este trabajo doctoral fue el de estudiar cómo la interacción

con diferentes átomos y cationes permite estabilizar apareamientos y plegamientos no

canónicos en el ADN/ARN y cómo dicha interacción modifica las propiedades ópticas

de los agregados generados, de forma tal de dilucidar las razones que originan los altos

rendimientos cuánticos de fluorescencia de los sistemas h́ıbridos Agn-ADN. Para obtener

información molecular detallada acerca del problema de investigación planteado, se eli-

gieron sistemas modelo simplificados, factibles de ser estudiados en fase gaseosa, asilados

y mediante técnicas de espectroscoṕıa láser. De tal forma que los resultados obtenidos

establezcan un punto de partida que permita avanzar en el estudio del problema plantea-

do, desde un enfoque “bottom-up” aumentando la complejidad del modelo empleado.

En este marco, los sistemas qúımicos más relevantes empleados fueron la piridina, la

tirosina y las bases del ADN/ARN. Para obtener información acerca de la estructura

de los agregados estudiados se utilizó la espectroscoṕıa de disociación multifotónica IR,

y las técnicas de ionización multifotónica aumentada por resonancia y la fragmentación

UV fueron empleadas para estudiar la fotof́ısica de dichos agregados. Los resultados

experimentales siempre se acompañaron de simulaciones de estructura electrónica.

A continuación se repasan brevemente, las conclusiones mas importantes a las que

se arribó a lo largo de esta tesis:

En una primera instancia en el Caṕıtulo 4 se estudió la interacción de moléculas

orgánicas con átomos y cationes metálicos. Para esto, primero, se probó el funcionamien-

to del sistema experimental desarrollado durante esta tesis, en cuanto a su capacidad

de generar agregados moleculares, de moléculas aromáticas volátiles (MOv) a partir de

expansiones supersónicas, o expansiones supersónicas acopladas a vaporización láser de

metales y MOv. Cabe recalcar en este punto que, el diseño, construcción y ensamblado

del espectrómetro lineal TOF del tipo Wiley McLaren para estudios tanto espectrométri-

cos como espectroscópicos REMPI-TOF constituyó un apartado especial en este doc-

torado, y que dicho equipamiento con resolución isotópica en el análisis de especies, se

encuentra en funcionamiento en los laboratorios del INFIQC-CLCM-UNC.

Los resultados obtenidos en cuanto a la generación de agregados por la expansión

supersónica de MOv muestran que es posible generar agregados del tipo (Tol)n con
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n=1-12, lo que constituye una fuerte evidencia de que el sistema diseñado y construi-

do funciona exitosamente en lo que respecta a la generación de agregados moleculares

mediante expansiones supersónicas y detección por fotoionización acoplada a espectro-

metŕıa de masas. Posteriormente, los experimentos realizados acoplando la expansión

supersónica sembrada con Tol junto con la vaporización láser de Ba metálico, muestran

que dicho acoplamiento funciona existosamente, en el sentido de que el enfriamiento

producido por la expansión es suficiente para enfriar colisionalmente el producto de la

vaporización y generar agregados entre moléculas orgánicas sembradas en la expansión

y átomos metálicos producidos por la vaporización.

Más allá de que el sistema experimental parece funcionar correctamente para la

generación de agregados del tipo [Ban(Tol)m], no se logró obtener agregados del átomo

de Ag o Agn con moléculas orgánicas. De manera notable, la generación y detección

de agregados del catión Ag+ con Tol y Pyr generados en estado iónico a partir de la

vaporización láser no revistió mayor dificultad.

La discusión llevada a cabo acerca de la naturaleza de la interacción de Ba, Ba+, Ag

y Ag+ con el Tol parecen indicar que las diferencias observadas en el comportamiento de

estas especies no se debe a la enerǵıa de interacción o a la estabilidad de los agregados

en el estado neutro, sino a la eficiencia de detección de los agregados neutros por medio

del esquema de fotoinización utilizado. En el caso de los agregados de MOv con Ba, la

enerǵıa de ionización de los mismos se encuentra por debajo de la enerǵıa del fotón de

ionización de 4,66 eV, lo cual posibilita su ionización por absorción de un solo fotón.

Por el contrario, los agregados con Ag poseen un potencial de ionización de mayor

enerǵıa que la del fotón, lo cual hace necesaria la absorción de dos fotones de 4,66 eV,

utilizando un estado electrónico excitado intermediario para la absorción del segundo

fotón. Los cálculos teóricos muestras que a la enerǵıa de excitación del primer fotón existe

una gran congestión de estados electrónicos excitados que pueden inducir procesos de

desactivación no-radiativa del estado electrónico intermediario, conduciendo a un tiempo

de vida muy corto para dicho estado, lo que imposibilita la absorción eficiente del segundo

fotón, cuando se utilizan láseres con pulsos de nanosegundos. Por lo tanto, el proceso

de ionización necesario para la detección de los agregados neutros, no se lleva a cabo

independientemente de que los mismos hayan sido generados.

La imposibilidad de detectar agregados de Ag neutros por fotoionización marcó un
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punto de inflexión en el desarrollo de este trabajo de tesis, y significó un vuelco hacia el

estudio de agregados catiónicos.

Como primera aproximación al estudio de sistemas iónicos, se eligió estudiar la es-

pectroscoṕıa de sistemas protonados, esta elección se basó principalmente en dos hechos.

Por un lado, y desde un punto de vista experimental, la gran versatilidad de las fuentes

de electrospray para la generación de agregados protonados era un punto de partida

alentador para el estudio de la interacción de las bases del ADN/ARN con cationes. Por

otro lado, estudiar la espectroscoṕıa de los sistemas protonados, sentaŕıa una base para

establecer por comparación el efecto del cambió del catión por un uno metálico.

En lo que respecta a las bases protonadas del ADN/ARN, se obtuvo un conjun-

to completo de datos experimentales acerca de sus propiedades espectroscópicas, y se

realizó una asignación estructural de la especies presentes bajo las condiciones experi-

mentales empleadas. En los casos en que la comparación entre la base neutra y protonada

fue posible, se observó que la protonación no induce un cambio drástico en la enerǵıa de

la excitación electrónica, a diferencia de lo observado en otras especies aromáticas. En

cuanto al tiempo de vida en el estado excitado, al igual que se observa para las bases

neutras, los tautómeros protonados de relevancia biológica presentan tiempo de vida

cortos. Sólo uno de los tautómeros de [UH]+y el único isómero detectado de la [GH]+,

que no pueden ser generados por transferencia de protón en los pares de WC, tienen

tiempos de vida largos.

Posteriormente al estudio de la espectroscoṕıa de las bases protonadas del AD-

N/ARN, se abordó el estudio de la respuesta espectroscópica de los homod́ımeros proto-

nados de las bases pirimid́ınicas del ADN/ARN. Los espectros obtenidos indican que, el

tiempo de vida del estado electrónico excitado de los homod́ımeros protonados es mayor

a unas pocas decenas de fs, e incluso mayor para el d́ımero de timina. El caso de [T2H]+es

sorprendente pues se observa un espectro con buena resolución espectral, al contrario de

lo encontrado para el monómero protonado, lo que indica que la formación del d́ımero

produce un aumento del tiempo de vida del estado electrónico excitado. La absorción

de los d́ımeros ocurre a enerǵıas intermedias a la absorción de los dos tautómeros en-

contrados para los correspondientes monómeros protonados (EA+/EE+ y KA+/KE+)

y los cálculos de estructura electrónica muestran que la transición, en el caso de los

d́ımeros está localizada en la entidad protonada. Además, los cálculos de estructura
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electrónica muestran que, en el estado fundamental de los d́ımeros, los protones N-H y

O-H involucrados en los enlaces de puente hidrógeno intermoleculares, no se encuentran

localizados en una de las bases sino que son móviles, debido a que las enerǵıas de los

estados de transición para las coordenadas de interconversión N· · ·H· · ·N y O· · ·H· · ·O

son pequeñas.

Los datos experimentales obtenidos en cuanto a la espectroscoṕıa de las bases y los

homod́ımeros protonados pueden ser utilizados como punto de referencia para estudiar

por comparación, el efecto del cambio de la naturaleza del catión y/o la estructura

molecular, sobre la enerǵıa de excitación y los tiempos de vida del estado electrónico

excitado. Estos resultados se encuentran condensados en las dos publicaciones siguientes:

· M. Berdakin, G. Feraud, C. Dedonder, C. Jouvet y G. A. Pino. Excited States of

Protonated DNA/RNA Bases. Phys. Chem. Chem. Phys., 16:10643-1650, 2014.

· G. Feraud, M. Berdakin, C. Dedonder, C. Jouvet y G. A. Pino. Excited States

of Proton-Bound DNA/RNA Base Homodimers: Pyrimidines. J. Phys. Chem. B , DOI:

10.1021/jp505756a.

Posteriormente, como primera aproximación al entendimiento de las interacciones

del tipo ADN· · ·Agn, se estudió como modelo simplificado la interacción entre Ag+

y la molécula de citosina. Los experimentos realizados por espectroscoṕıa de DMIR

permitieron determinar la estructural de los complejos que forma la molécula con el

catión, con el fin de entender como dicha interacción permite estabilizar estructuras

no canónicas en el ADN. Debido a la complejidad del sistema en estudio se optó por

un enfoque “bottom-up”, por lo que se estudiaron sistemas de complejidad creciente

partiendo por el sistema [CAg]+, [CAg-H2O]+ y [C2Ag]+. Una vez conocida la estructura

del sistema [C2Ag]+se estudió su espectroscoṕıa UV mediante la técnica FUV, y los

resultados obtenidos se compararon con los correspondientes al sistema [C2H]+con el

fin de evaluara el efecto del tipo de catión sobre la fotof́ısica de los sistemas del tipo

ADN· · ·Agn.

Para el ión [CAg]+, se encontró que la estructura del complejo presente en las con-

diciones experimentales es muy similar al obtenido para la interacción de la C con los

cationes de los metales alcalinos. En dicha estructura, la molécula se encuentra en su

estado tautomérico ceto-amino (KA) e interacciona con el catión Ag+ simultáneamente

a través del N(3) heteroćıclico y el O del grupo C=O. Notablemente, los canales de
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fragmentación del complejo [CAg]+difiere de los observados para los complejos de cito-

sina con cationes alcalinos y protón. En particular, la diferencia más importante es la

observada respecto al complejo [CLi]+, puesto a que ambos complejos tienen estructuras

y enerǵıas de disociación (catión· · ·C) similares, pero los canales de fragmentación y las

eficiencias de fragmentación son muy diferentes, éste fenómeno probablemente se deba

a la naturaleza del enlace catión· · ·C o a la energética de los canales de fragmentación.

Para el complejo de solvatación del ión KA1 ([CAg-H2O]+), se encontró que existen

dos estructuras isoméricas cuasi-isoenergéticas, y que en las condiciones de trabajo se

puede dar cuenta del espectro experimental de DMIR obtenido, sólo si se considera la

presencia de ambas estructuras. Correspondientes a dos sitios de interacción del catión

Ag+ con la C. En el primero, el catión interacciona directamente N(3) heteroćıclico y en

el último, el catión se encuentra más cerca del átomo del oxigeno carbońılico. En ambos

caso, la molécula de agua se ubica formando ángulos de alrededor de 180◦

Combinando la espectroscoṕıa DMIR y simulaciones computacionales se logró asig-

nar la estructura del par de bases no convencional [C2Ag]+, en la cual ambas moléculas

de citosina se encuentran en su forma ceto-amino (KA), y el catión plata interacciona

con simetŕıa σ con los pares electrónicos no enlazantes del N(3) de cada molécula. La es-

tructura encontrada para este sistema es relevante debido a su similitud a la estructura

ya conocida del d́ımero protonado [C2H]+ responsable de la estabilización del plega-

miento de forma i-motif del ADN. Al comparar las estructuras de los sistemas [C2H]+ y

[C2Ag]+ encontramos que la formación de este último consiste en el reemplazo del enlace

intermolecular NH+· · ·N, por el enlace N· · ·Ag+· · ·N que resulta ser más fuerte que el

primero.

Finalmente, mediante espectroscoṕıa FUV se encontró que la formación del d́ımero

de dos moléculas de citosina con el catión Ag+, no cambia drásticamente las propiedades

de la transición electrónica respecto a lo observado para [C2H]+ y [CH]+en cuanto a su

enerǵıa de excitación, al contrario que lo encontrado para agregados catiónicos de plata

u oro con aminoácidos, para los cuales se encuentra una nueva banda de absorción en la

región entre 33333 cm-1 (4,13 eV) y 22222 cm-1 (2,76 eV), que se atribuye a una banda

de transferencia de carga.[176–182] Los resultados mostrados están de acuerdo con lo

reportado por Fyngenson y colaboradores,[49] que sugieren que en fase condensada la

absorción UV de los sistema ADN-Agn altamente fluorescentes se debe a la excitación
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electrónica de las bases del ADN. Por otro lado el acomplejamiento con Ag+ cambia sig-

nificativamente el tiempo de vida del estado electrónico excitado, cuando se lo compara

con el acomplejamiento con H+. El origen de esta diferencia se puede interpretar como un

efecto del catión Ag+ sobre las superficies de enerǵıa potencial de los estados electrónicos

excitados, que genera una barrera de enerǵıa en el camino hacia la intersección cónica

entre el estado fundamental y el excitado. Esta intersección cónica está presente en el

sistema [C2H]+, lo que lleva a una rápida desactivación no radiativa por conversión in-

terna al estado S0 de este último. Es de esperarse que el aumento del tiempo de vida del

estado electrónico excitado encontrado para el sistema [C2Ag]+, esté relacionado con los

altos rendimientos cuánticos de fluorescencia observados para los sistemas ADN· · ·Agn.

Los resultados obtenidos en cuanto a la estructura y propiedades ópticas de los

agregados del ión Ag+ con citosina se encuentran en las siguientes dos publicaciones:

·M. Berdakin, V. Steinmetz, P. Mâıtre, y G. A. Pino. Gas Phase Structure of Metal

Mediated (Cytosine)2Ag+ Mimics the Hemiprotonated (Cytosine)2H
+ Dimer in i-Motif

Folding. J. Phys. Chem A, 118:3804-3809, 2014

· M. Berdakin, G. Feraud, C. Dedonder, C. Jouvet y G. A. Pino. Effect of Ag+

on the Excited-State Properties of a Gas-Phase (Cytosine)2Ag+ Complex: Electronic

Transition and Estimated Lifetime. J. Phys. Chem. Lett., 5:2295-2301, 2014.

Como ya se mencionó, entre los objetivos principales de la conjugación entre metales

y sistemas biológicos, está la creación de una nueva generación de sensores moleculares y

manipular la estrutura secundaria y terciaria del ADN/ARN. La espectroscoṕıa en fase

gaseosa puede contribuir al entendimiento de estos procesos desde un enfoque “bottom-

up” mediante el uso de sistemas modelo. En este contexto, el avance en esta investigación

consiste en aumentar la complejidad del objeto de estudio. Aśı una de las direcciones

que ésta puede tomar es el de estudiar mediante DMIR y FUV de agregados de Agn, con

cierto grado de reducción qúımica, interaccionando no sólo con las bases nitrogenadas

sino también con los nucleósidos, nucleótidos y pequeños oligonucleótidos.

A lo largo de la tesis se realizaron pruebas para probar la factibilidad de incrementar

la complejidad del sistema qúımico estudiado. En particular se evaluó la posibilidad de

estudiar agregados de complejidad creciente formados por la interacción de Ag+ con citi-

dina (Cyt, citosina+ribosa) y citidinia monofosfato (CytPhos, citosina+ribosa+fosfato).

En la Figura 7.1a se muestran los resultados obtenidos mediante espectroscoṕıa de
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Figura 7.1: a) Espectro de DMIR experimentales correspondiente a los iones
[Cyt1Ag1]+, [Cyt1Ag1H2O]+, [Cyt2Ag1]+ y [Cyt2H1]+, b) Espectros de DMIR
experimentales correspondientes a los iones [CytPhos1Ag1]+, [CytPhos2Ag1]+ y
[CytPhos2H1]+.

DMIR para los siguientes agregados con Cyt, [Cyt1Ag1]
+, [Cyt1Ag1H2O]+, [Cyt2Ag1]

+

y [Cyt2H1]
+. Por otro lado en la Figura 7.1b se muestran los espectro de DMIR ob-

tenidos para los agregados de Ag+ con CytPhos, [CytPhos1Ag1]
+, [CytPhos2Ag1]

+ y

[CytPhos2H1]
+. En estas figuras se observa claramente enormes diferencias entre los

agregados, en las bandas de absorción originadas por los grupos N-H y C=O (∼ 1600

cm-1-1800 cm-1), las bandas de absorción C-C y C-H de la ribosa (∼ 1100 cm-1-1150

cm-1) y la región de absorción del grupo fosfato (∼ 900 cm-1-1000 cm-1). La complejidad

qúımica y estructural de estos sistemas combinado con la limitación experimental dada

por la resolución espectral del láser hace que, una caracterización estructural precisa

como las realizadas durante esta tesis sea dif́ıcil de alcanzar. Sin embargo creemos que el

contraste de los resultados experimentales obtenidos para estos sistemas de complejidad

creciente, con simulaciones computacionales espećıficas para la exploración de superfi-

cies de enerǵıa potencial (dinámica molecular y/o Montecarlo), más la simulación de

espectros mediante métodos de estructura electrónica, podŕıa brindar una muy valiosa

información acerca del sitio de unión de los cationes en el nucleotido completo. Es decir,
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si la presencia del grupo fosfato y la ribosa modifican el sitio de interacción de los catio-

nes, o si aún en presencia de los primeros, el sitio de unión preferencial de los cationes

se mantiene en los grupos funcionales de la base.
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[10] J. Šponer y F. Lankaš. Computational Studies of RNA and DNA. Springer, Berlin,

Heidelberg, New York, 2006.

175



Bibliograf́ıa 176

[11] V. Gabelica. Nucleic Acids in the Gas Phase. Springer, Berlin, Heidelberg, New

York, 2014.

[12] A. Gelbin, B. Schneider, L. Clowney, S. Hsieh, W. K. Olson, y H. M. Berman.

Geometric Parameters in Nucleic Acids : Sugar and Phosphate Constituents. J.

Am. Chem. Soc., 118:519–529, 1996.
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