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INTRODUCCION

Este articulo presenta una seleccién de tratamientos y técnicas de actualidad en
Espectroscopia molecular. Estd basado en la Escuela de verano de la Universidad de
Zaragoza titulada «Curso avanzado de Espectroscopia molecular», celebrada en Jaca
(Huesca) del 25 al 30 de junio de 1995, y en el libro del mismo titulo [1]. La Escuela fue
organizada por el Comité Espafiol de Espectroscopia. Se recogen en la presente publica-
cién solamente algunas de las técnicas que conformaron dicha Escuela, y de éstas presen-
tamos tinicamente un extracto de su contenido.

Los temas seleccionados son objeto de un particular interés en el campo de la
Espectroscopia molecular de mayor actualidad. Se han dividido en dos apartados aten-
diendo a su diferente metodologia. Dentro de las investigaciones tedricas, destacan espe-
cialmente los tiltimos avances en los cdlculos ab initio de estructuras y potenciales de
moléculas de cada vez mayor tamafio, con una precisién mds que aceptable para explicar
e incluso predecir observaciones experimentales. Presentamos en este articulo la metodo-
logia basica para el entendimiento de los cilculos de orbitales moleculares y para la
estimacién de la precision esperada de los mismos en razéon al método o a la base
empleada. Por su parte, el modelo llamado de modos locales se ha desarrollado en los
dltimos afios para tratar de interpretar aquellos casos de vibraciones altamente excitadas,
en los que el tratamiento tradicional de modos normales era incapaz de explicar los
espectros experimentales. En particular, las mayores dificultades provenian de la aparente
e inesperada simplificacién de espectros de vibraciones multiexcitadas en las que interve-
nia el dtomo de hidrégeno (sobretonos de tensiones de enlaces del tipo C-H). Veremos
c6mo se aplica el método de modos locales a estos casos, y de qué manera se explican los
resultados de la observacion.

En el campo experimental, hemos seleccionado algunos de los temas de mayor interés
en la actualidad. La espectroscopia de ionizacion multifoténica resonante (REMPI, segiin
su acrénimo en lengua inglesa) es una de las nuevas técnicas de espectroscopia liser de
mayor sensibilidad utilizadas en laboratorios de investigacion. Estd basada en la absorcion
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de un ndmero de fotones por una molécula hasta adquirir una energia superior al limite de
ionizacion; una vez inducida la ionizacién, se detecta el i6n producido, con una gran
sensibilidad que llega al 100% de eficacia en algunos casos. La resonancia ocurre cuando
la energia suministrada a la molécula en alguna de las etapas de multiabsorcion correspon-
de exactamente a la energia de algun estado electrénico estable, lo que provoca un gran
aumento del rendimiento del experimento.

Las técnicas basadas en jets (chorros) supersénicos, o haces de moléculas enfriadas
por expansiéon muy rapida a través de orificios o rendijas, han posibilitado un nuevo
campo de trabajo en Espectroscopia molecular. Aunque en la mayor parte de sus aplica-
ciones hasta la fecha se han utilizado técnicas como absorcién infrarroja, fluorescencia,
fotoionizacién o de tipo Raman estimulado, presentamos en este articulo una reciente
investigacion en la que se aplica la espectroscopia Raman espontanea a la caracterizacién
del flujo molecular que se produce en la expansién. De esta manera se puede estudiar con
precision la densidad, temperatura y velocidad en las distintas localizaciones del haz con
respecto al orificio a través del que salen las moléculas.

La espectroscopia viene aplicindose al estudio de moléculas biolégicas con notable
éxito desde hace algunos afios. En particular nos centraremos aqui en el problema de las
membranas celulares, y describiremos cémo la espectroscopia infrarroja puede proporcio-
nar datos relativos a las diversas conformaciones que péptidos y proteinas pueden adoptar
como consecuencia de su interaccion con la membrana celular. Para los lectores menos
iniciados en el tema, se incluye una breve introduccién acerca de las moléculas a estudiar.

Por iltimo, dedicaremos un capitulo al estudio de un fenémeno de especial interés: la
amplificacion de la intensidad de la sefial espectral que se produce al estudiar algunos
compuestos adsorbidos sobre superficies o interfases. Los primeros estudios en este cam-
po se centraron Unicamente en la espectroscopia Raman, lo que popularizé las siglas
SERS referidas a este efecto (Surface Enhanced Raman Scattering), pero mas reciente-
mente se ha observado un comportamiento similar en espectroscopia infrarroja, por lo que
hoy se pueden utilizar con mayor generalidad las siglas SEVS (Surface Enhanced
Vibrational Spectroscopy).

METODOS TEORICOS
I. Cilculos ab initio de orbitales moleculares

Con frecuencia la nomenclatura empleada en publicaciones en este campo aparece al
lego como un conjunto de letras y nimeros sin ningiin sentido, o en los mejores casos,
parece recordar algunos simbolos estudiados (y olvidados) tiempo atrds. Siguiendo el
articulo de Yafiez [2], presentaremos en primer lugar una explicacion de la nomenclatura
empleada usualmente y de los conceptos bésicos en este drea, para comentar después
algunos resultados de interés.

Mediante cilculos ab initio buscamos la solucidn de la ecuacién de Schrodinger o
ecuacion de ondas del sistema, basdndonos exclusivamente en la configuracién electréni-
ca del 4tomo o molécula bajo estudio. La teoria de orbitales moleculares representa la
funcién de ondas que es solucién de la ecuacion de Schrodinger del sistema por medio de
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de que son estas islas las responsables del aumento. Hay que sefialar también que no se
obtuvieron espectros de Ph-PTCO con una tnica monocapa sobre vidrio o Si en la
geometria de reflexidn sin la presencia de islas metdlicas.

El empleo de las técnicas de espectroscopia vibracional exaltada por superficies para el
estudio de monocapas LB continuard previsiblemente en expansion, en especial las técni-
cas basadas en Raman o Raman resonante. Pueden utilizarse para el estudio de materiales
que formen monocapas de LB o capas mixtas donde el compuesto a estudiar (un material
que no forme monocapas LB) se haya dispersado en una matriz de una sustancia anfifilica
estable. La mayor parte de los estudios hasta la fecha se han centrado en la medida de
frecuencias. El SER(R)S también podria proporcionar informacion valiosa sobre la dind-
mica de peliculas de LB si se llevaran a cabo andlisis de la forma de la banda. Algunas de
las posibles lineas de investigacién en el campo de la espectroscopia SERS-LB serfan el
control selectivo de la adsorcién, la difusién a través de monocapas LB y la espectroscopia
de agregados.
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‘quenching’ por parte de la superficie metdlica de buena parte de la fluorescencia, que es
un problema especialmente importante para la obtencién de espectros Raman de este tipo
de moléculas con sistemas 1 conjugados.

También se ha observado el fenémeno de exaltacién superficial en espectroscopia
infrarroja, inicialmente utilizando técnicas de reflexién total atenuada y mds recientemen-
te también con una geometria de reflexidn-absorcion (SEIRRA) y con geometria de
transmision (SEIR). Un esquema de la interaccién entre la radiacién y la muestra para
estas dos geometrias puede verse en la figura 10. La naturaleza y los mecanismos del
aumento de sefial no se han esclarecido totalmente, aunque se han propuesto contribucio-
nes electromagnéticas y quimicas, andlogas a las ampliamente aceptadas en SERS [25].

En la referencia [19] se muestra un ejemplo de exaltacion del espectro IR basado en
experimentos realizados con monoimida N-2-feniletil-perilentetracarboxilica (Ph-PTCO),
adsorbida en sustratos similares a los usados para SERS. También se propone en esta
referencia un modelo electromagnético para la explicacién de los espectros observados.
Aunque los resultados obtenidos sobre factor de aumento, dependencia con la distancia,
con el dngulo de incidencia de la radiacién y con la naturaleza del sustrato y del metal no
estdn claros en todos sus aspectos, si sugieren una gran analogia entre el efecto SERS y los
fenémenos SEIRRA y SEIR. Es probable que el campo electromagnético asociado con las
islas metilicas sea responsable de los aumentos de la absorbancia observados. Dado que
las resonancias plasmonicas en la region infrarroja son débiles, el aumento obtenido
(menor de un factor 100) serfa sélo una pequefia fraccién del esperado en la region visible.

Para investigar la dependencia con la distancia se utilizaron capas espaciadoras de
dcido araquidico entre la pelicula metdlica y la monocapa de Ph-PTCO. Los resultados
apoyan el mecanismo electromagnético, pero la caida de la intensidad con la distancia
predicha por el modelo mencionado es mucho mdés rdpida que la medida en el espectro
SEIRRA. En apoyo del mecanismo electromagnético estd también el hecho de que la
mayor absorbancia se obtiene cerca de las islas metdlicas, lo cual es una clara indicacion

AMPLIFICACION IR

TRANSMISION Ep SEIRRA

SUSTRATO

Ficura 10. Esquema de las técnicas de espectroscopia infrarroja exaltada por superficies en las
geometrias de transmision y reflexidn-absorcion (SEIRRA).
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colorantes no son anfifilicas y la preparacion de monocapas LB con ellas puede resultar
dificil. Cuando no se forma una monocapa de Langmuir o cuando no se da una buena
transferencia a la superficie del sélido, se recurre a la formacién de monocapas LB mixtas.
El tipo més frecuente de capa mixta se obtiene afiadiendo un 4cido graso a la disolucién de
colorante. En la referencia [19] puede encontrarse una lista de moléculas de interés
estudiadas mediante SER(R)S en monocapas LB, tanto puras como mixtas. En esta misma
referencia se describen también técnicas para la formacién y caracterizacién de monocapas
LB y de superficies metélicas, especialmente «islas» (pequeiios granulos con dimensiones
de decenas de nm) de Cu, Ag y Au depositadas sobre un sustrato de ldminas de vidrio o de
Si.

Para estudiar la dependencia del SERS con la distancia en el caso de islas metilicas, se
colocé entre la molécula de interés y la superficie metélica un niimero variable de capas
espaciadoras de espesor bien conocido (normalmente monocapas de moléculas de un
acido graso). En estos experimentos se utilizé espectroscopia Raman resonante (SERRS)
de un colorante determinado, que produce un efecto varios érdenes de magnitud mas
intenso que el SERS del acido graso usado como espaciador. Para una esfera metilica de
radio r y una molécula situada a una distancia d se obtiene una dependencia proporcional
a [#/r+d)]"y para una monocapa situada a una distancia d se obtiene una dependencia
proporcional a [#/r+d)]". Sin embargo hay que tomar con precaucién el crecimiento de la
sefial a distancias muy largas con el aumento de radio de la particula metélica, ya que hay
una serie de efectos negativos para particulas metalicas de gran tamafio que tienden a
compensar el efecto SERS.

El recubrimiento de las particulas metélicas por parte del adsorbato tiene en general un
efecto negativo sobre la sefial SERS debido fundamentalmente a interacciones dipolo-
dipolo de moléculas en la superficie metdlica y a la atenuacién de los plasmones al
cubrirse la superficie con el colorante. En general, las maximas sefiales SERS se obtienen
para recubrimientos pequefios, siempre inferiores a una monocapa.

En la espectroscopia Raman convencional la seleccién de la polarizacion de la radia-
cién excitatriz puede proporcionar una informacién muy valiosa sobre la simetria y la
orientacion molecular. Aunque en principio ese tipo de informaci6én también serfa asequi-
ble en SER(R)S, en la prictica no es ficil de obtener. La evolucion de los espectros con la
polarizacion depende fuertemente del dngulo de incidencia y la longitud de onda de la
radiacién, asi como de las caracteristicas concretas de la superficie metélica. A pesar del
trabajo desarrollado por varios grupos, no hay resultados experimentales que proporcio-
nen la orientacién molecular en monocapas de LB a partir de SERS con luz polarizada
[19].

El elevado coeficiente de extincién (hasta 10°) asociado con la absorcién electrénica
de moléculas de colorantes conduce a aumentos del mismo orden de magnitud en la
dispersion Raman resonante (RRS). El hecho de que estas moléculas presenten absorcio-
nes en el visible permite emplear laseres de Ar* y Kr* y las hace muy atractivas para
estudios de SERS. El producto de los dos aumentos (RRS y SERS) puede conducir a
seflales Raman incrementadas en un factor de millones. Las aplicaciones analiticas son
inmediatas [24]. Hoy en dia pueden detectarse facilmente cantidades del orden del picomol
de colorante en monocapas mixtas. Una aplicacién analitica importante es también el
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Ficura 9. Esquema del mecanismo de amplificacién electromagnética en la espectroscopia SERS de
monocapas de Langmuir-Blodgett.

caso, las frecuencias vibracionales no se desplazarian con respecto a los valores medidos
en ausencia de la superficie metélica, si bien las intensidades relativas pueden aparecer
bastante alteradas a causa de la orientacion molecular y de las reglas de propensidad
(reglas de seleccién de la superficie). Si se produce una quimisorcidn, la fuerte interaccién
molécula-metal altera marcadamente el espectro molecular; de hecho, se obtiene el espec-
tro de una nueva especie (el complejo molécula-metal) y en consecuencia las frecuencias
aparecerdn desplazadas y las intensidades relativas vendrin determinadas por la nueva
simetrfa molecular y por la orientacidén de la molécula sobre la superficie metalica [22,23].

Una pelicula de espesor molecular en una interfase agua/aire recibe el nombre de
monocapa de Langmuir. Cuando una de estas monocapas se transfiere desde una subfase
acuosa a un sustrato sélido se denomina de Langmuir-Blodgett (LB). Estas monocapas
tienen numerosas aplicaciones, tanto en campos basicos como en el desarrollo de nuevas
tecnologias, y su estudio mediante espectroscopia exaltada por superficies (especialmente
Raman) ha dado lugar a una simbiosis muy fructifera entre dos técnicas potentes. Por un
lado la espectroscopfa Raman exaltada por superficies ha resultado una excelente herra-
mienta analitica para los estudios vibracionales de monocapas de LB; y alternativamente,
el medio dieléctrico organizado que se consigue mediante la técnica LB ha resultado ser
muy valioso para el estudio de las propiedades de la espectroscopia exaltada por superfi-
cies, y ha permitido analizar fendmenos de fisisorcién y quimisorcién, asi como las
distintas propiedades de la sefial SES comentadas anteriormente (i. e., dependencia con la
distancia, con el recubrimiento superficial, o con la polarizacién).

Un campo en el que la técnica SERS y en especial su combinacién con Raman
resonante (SERRS) estd siendo muy fructifera es el estudio de moléculas de colorante. La
tipica molécula que forma monocapas LB es una molécula de caracter anfifilico, es decir,
una molécula insoluble en agua que contiene un grupo hidréfilo. Muchas moléculas de
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Conviene, en general, utilizar mas de una técnica para el andlisis estructural de molé-
culas complejas como los péptidos o proteinas. En este caso concreto, se ha utilizado
ademds el dicroismo celular, favorecido por la escasa turbidez de la muestra, para demos-
trar claramente que la protefna, en exceso de lipido, se incorpora en las vesiculas
tosfolipidicas adoptando una estructura helicoidal.

1V. Espectroscopia vibracional exaltada por superficies

Una de las dreas de mds intensa actividad reciente en el campo de la espectroscopia
vibracional es la de la espectroscopia exaltada por superficies (SES), tanto por el interés
en el estudio de sus fundamentos fisicos, como por sus numerosas aplicaciones practicas
para el andlisis de bajas concentraciones y trazas y para el estudio de peliculas delgadas.
Siguiendo el articulo de Aroca [19], comentaremos brevemente las caracteristicas de los
fenémenos exaltados por superficies, ilustraremos codmo se puede obtener informacién
sobre sus propiedades a partir del estudio de monocapas de Langmuir-Blodgett, y destaca-
remos las ventajas de esta técnica para el estudio de moléculas de colorantes.

El fenémeno de exaltacion superficial se observé por primera vez en espectroscopia
Raman (SERS) y desde el momento de su descubrimiento sus causas han sido muy
debatidas. Hoy en dia se sabe con certeza que al menos uno de los mecanismos de
exaltacion es de naturaleza electromagnética y que, en circunstancias especiales, otros
mecanismos como la dispersion Raman resonante (RRS) o la quimisorcién pueden ejercer
un efecto multiplicativo sobre la sefial observada. El objeto de estudio en las técnicas SES
son las propiedades espectroscopicas de una molécula en las proximidades de una super-
ficie metdlica rugosa. Esta superficie rugosa debe producir una gran ampliacién de los
campos electromagnéticos locales, que depende de varios factores como la constante
dieléctrica del metal a la frecuencia de excitacion, la forma especifica de la rugosidad de
la superficie, el tamafio y el empaquetamiento de las protuberancias superficiales y la
constante dieléctrica del medio. El mecanismo electromagnético de exaltacién de la sefial
espectroscopica se basa en la excitacidon de ondas electromagnéticas superficiales
(plasmones). Los plasmones pueden estar localizados o ser ondas planas superficiales, ya
que la amplificacién del campo electromagnético puede producirse tanto en la superficie
de las particulas metalicas como en los espacios entre protuberancias individuales.

La interpretacion electromagnética del fenémeno SES explica una serie de propieda-
des como la dependencia de la sefial SES con el recubrimiento superficial, la distancia, los
perfiles de excitacién que siguen a la absorcién de los plasmones, la polarizacion de la
radiacion incidente y emitida y la dependencia con la temperatura. El campo local incluye
las contribuciones del laser incidente, el disolvente, el metal y la molécula. El aumento
esperado en la sefial es aproximadamente proporcional a £, donde E representa el campo
eléctrico del ldser usado como fuente de excitacién. Un esquema del mecanismo electro-
magnético de amplificacién se muestra en la figura 9. Mas detalles sobre el mecanismo
electromagnético de exaltacién superficial pueden encontrarse en las refs. [20,21].

Puesto que la sefial SES corresponde a una sustancia adsorbida sobre una superficie
metalica, el espectro vibracional observado podria ser muy parecido o muy distinto al de
la molécula aislada. Cabe esperar espectros muy parecidos si se da una fisisorcién. En este
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Comentaremos, por iltimo, un ejemplo de estudio por espectroscopia de infrarrojo de
la modificaci6n en la estructura de una proteina debida a su interaccién con la membrana
mitocondrial. El citocromo ¢ es una proteina de 104 aminodcidos que juega un papel
fundamental en la cadena respiratoria mitocondrial (las mitocondrias son los orgdnulos en
los que se produce el ATP —adenosintrifosfato—, es decir la mayoria de la energia
convertible en la célula). La forma precursora del citocromo ¢ es el apocitocromo ¢, que
debe traslocar a través de la membrana externa mitocondrial para alcanzar su lugar
funcional en la cara externa de la membrana interna. La figura 8 muestra la zona de la
banda amida I del espectro infrarrojo del apocitocromo en diferentes condiciones. La
curva A corresponde a una disolucion acuosa, y se observa la banda amida I centrada a
1.643 cm’!, frecuencia tipica de estructuras desordenadas. La interaccién del precursor con
membranas modelo cargadas negativamente induce cambios conformacionales en la pro-
teina que dependen de la relacion molar lipido:proteina. A relaciones bajas (curva B), los
componentes mds intensos de esta banda, a frecuecias de 1.616 y 1.641 cm’', indican la
existencia de segmentos de la proteina que adoptan estructuras B-intermoleculares y
desordenadas, respectivamente. Esto implica que la proteina, relativamente desordenada,
agrega en la superficie del liposoma. Sin embargo, cuando la concentracién de lipido es
suficientemente alta (curva C), el maximo de la banda amida I se desplaza a 1.649 cm™, lo
que concuerda con una estructura helicoidal. Una vez incorporada en la membrana, la
proteina integral hemoliasa une covalentemente el grupo prostético hemo a la apoproteina,
generando el citocromo c.

Absorbance

1800 1750 1700 1650 1600 1550

Wavenumber, cm-!

FiGura 8. Zona del espectro infrarrojo correspondiente a la banda amida I del apocitocromo. Curva A:
solucién acuosa; curva B: baja relacién molar lipido:proteina; curva C: alta concentracién de lipido.
Véase el texto para la interpretacion de los espectros.
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La figura 7 muestra la zona de la banda amida I del espectro infrarrojo de la
secuencia fusogénica del HIV. La curva A corresponde a una solucién acuosa, y la
banda a 1.625 cm indica que las moléculas del péptido forman agregados, como cabe
esperar de una molécula relativamente hidréfoba, adaptando una estructura B-intermolecular.
En condiciones fusogénicas y en presencia de liposomas (curva B), el mdximo de la
banda amida I aparece a 1.624 cm', observandose también una banda menos intensa a
1.689 cm'. La presencia de estos dos componentes indica que el péptido adopta prefe-
rentemente una estructura B-antiparalela en la interfase lipidica. En condiciones experi-
mentales no fusogénicas, en las que se observa pérdida del contenido encapsulado en
liposomas (curva C), el péptido se incorpora en la membrana adoptando una estructura
helicoidal, a la que corresponde el mdximo de absorcién de la banda amida I a 1.652 cm™.
Esta conformacién helicoidal permite al péptido interaccionar con la matriz hidréfoba
de la membrana, desestabilizando la barrera de permeabilidad y formando «poros» a
través de los cuales se libera el contenido de los liposomas. Mediante éste y otros
estudios similares, se ha podido comprobar la plasticidad conformacional de estos
péptidos, que pueden adoptar estructuras 3 o helicoidales, y se ha demostrado que el
equilibrio entre estas dos conformaciones extremas puede desplazarse hacia una o la
otra por modificacién de las condiciones experimentales.

#* %
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b 3
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Ficura 7. Zona del espectro infrarrojo correspondiente a la banda amida I de la secuencia fusogénica
del HIV. Curva A: solucién acuosa; curva B: condiciones fusogénicas y presencia de liposomas;
curva C: condiciones no fusogénicas. Véase el texto para la interpretacién de los espectros. Las
bandas marcadas con asteriscos corresponden al dcido trifluoroacético (*) y a grupos COO de
fosfolipidos (**).
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molécula de agua, se forma un enlace peptidico (CO-NH); secuencias de aminodcidos
unidos por enlaces peptidicos dan lugar a péptidos. En la misma figura se muestra un
ejemplo de un péptido asi formado, indicandose el enlace peptidico por medio de un
recuadro. Los péptidos aglomeran un reducido niimero de aminodcidos, del orden de 15 a
20, entre los que no existen interacciones fuertes, y dan lugar a estructuras lineales o
planas. Las proteinas comprenden conjuntos de péptidos, con frecuencia muy numerosos
(entre 100 y 1.000 aminodcidos), que se pliegan en formas tridimensionales (estructura
binaria, ternaria o cuaternaria), y ocasionan interacciones fuertes entre las cadenas de
aminoacidos presentes. El peso molecular de una proteina puede variar entre unas 70 y
200 mil unidades de masa: como unidad se utiliza a veces el kilodalton, equivalente a
1.000 unidades de masa.

La tendencia actual se dirige al estudio de la influencia de entornos lipidicos sobre la
estructura de protefnas. La espectroscopia de infrarrojo resulta ser una técnica de gran
utilidad en este sentido, al no verse los resultados experimentales excesivamente afectados
por la distorsién de la luz que producen estos sistemas. El espectro infrarrojo de péptidos y
proteinas contiene varias bandas de absorcion relativamente intensas, asociadas a la vibra-
cién del enlace peptidico. Los correspondientes modos de vibracion se denominan modos
amida A.B y I-VIL, y la frecuencia e intensidad con la que se observan en el espectro son
sensibles a la conformacién de la proteina. Nos centratremos en el resto de este apartado en
la utilizacién de la llamada banda amida I como testigo de fendmenos de interés bioldgico.
Esta es una banda intensa de absorcién que aparece alrededor de 1.650 cm™! y corresponde
fundamentalmente a la vibracién de tension C=0. La banda observada contiene contribu-
ciones de los distintos tipos de estructuras presentes en la proteina, que se han asignado
empiricamente con precision. Por ejemplo, la estructura helicoidal (o-hélice) da lugar a
una absorciéon fuerte a 1.653 cm'; la estructura P-antiparalela, a dos bandas, una fuerte a
1.632 cm! y otra débil a 1.690 cm'; una estructura desordenada presenta una banda media
a 1.656 cm’', y asi sucesivamente. Por consiguiente, de la observacién experimental del
espectro infrarrojo de la muestra a tratar, es posible deducir informacién, cualitativa y
cuantitativa, acerca de su estructura, en términos de los tipos de estructuras presentes y su
porcentaje.

De entre los muchos problemas que pueden abordarse utilizando la espectroscopia de
infrarrojo como herramienta, comentaremos especialmente dos, citados en el titulo de este
apartado, referidos al estudio de interacciones de péptidos y proteinas con membranas.

La entrada de algunos virus en las células huésped requiere la fusion de la membrana
virica y la membrana plasmdtica celular. Al mecanismo que induce esta fusion entre
ambas membranas se le llama fusogénico. En particular, en el virus de inmunodeficiencia
humana (HIV, segin sus conocidas siglas en inglés), se considera que una secuencia de
25 aminodcidos de una proteina virica juega un papel esencial en este mecanismo. Es
posible realizar experimentos en los que esta secuencia de aminodcidos sea capaz de
fusionar membranas modelo. bajo distintas condiciones experimentales, y estudiar de esta
manera una posible relacién entre la estructura que adopta un péptido en particular y su
actividad. Esta investigacion de la interaccién entre la membrana y el péptido posibilitaria,
en su caso, la percepcion de la existencia de posibles secuencias fusogénicas en la
secuencia primaria de una proteina,
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Ficura 6. Esquema de moléculas biolégicas tipicas: a) un dcido fosfatidico, con una zona lipéfila y otra
hidréfila; b) aminodcidos: glicina, el de estructura més simple, e histidina, mds complejo; ¢) péptido
formado por secuencias de amino4cidos, mostrando en un recuadro los enlaces peptidicos.

su parte, una protefna es una molécula mucho mds grande y compleja, formada por
cadenas de bloques monoméricos de aminodcidos, que son a su vez moléculas con un
grupo carboxilo y un grupo amino en el dtomo de carbono o (el dtomo de carbono
contiguo al del grupo funcional). En la composicién de las proteinas naturales entran
exclusivamente 20 aminodcidos, que van desde el més simple, la glicina, hasta otros mas
complejos, como la histidina. Ambas moléculas se representan también en la figura 6. Si
entre el grupo o-carboxilo de un aminodcido y el grupo o-amino de otro se libera una
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espectroscopistas carecen de una formacién profunda en el campo de la biologia, presen-
taremos en primer lugar, siguiendo el capitulo de Muga [17], una descripcién de los
sistemas a tratar y de los espectros de infrarrojo a que dan lugar las moléculas bajo
estudio, y a continuacién nos centraremos en la aplicacién de este tipo de espectroscopia
al problema concreto del plegamiento de péptidos y proteinas inducido por membranas.
Las membranas biolégicas son estructuras laminares que confieren a las células su
individualidad al separarlas de su entorno. Estdn implicadas en numerosos procesos de
importancia fisiologica, tales como servir de barrera de permeabilidad selectiva, controlar
el flujo de informacion entre la célula y su entorno y producir sefiales quimicas o eléctri-
cas. Al formar parte de células muy diversas tienen composiciones y funciones especifi-
cas, pero en general todas las membranas bioldgicas presentan un espesor similar, de entre
6 y 10 nm, y estdn formadas por capas bimoleculares de fosfolipidos (entre un 25 y un
75% en peso), proteinas globulares (entre un 75 y un 25%) y, en menor proporcion (menos
de un 10%), carbohidratos. La figura 5 muestra un modelo de membrana celular, en el que
se observa la estructura resultante en tres capas tipica de las membranas, con los fosfolipidos
orientados de manera que sus cadenas grasas se proyectan hacia el interior de la membra-
na, y las protefnas, de mucho mayor tamaifio, insertadas entre la red fosfolipida.
Recordaremos a continuacién algunos conceptos bdsicos de las moléculas a las que
nos referiremos en lo sucesivo, tomados en parte de la referencia [18]. Un fosfolipido es
una molécula de relativamente pequefio tamafio, proveniente de la glicerina (CH,OH-
CHOH-CH,OH), y en la que los grupos OH han sido sustituidos por cadenas
hidroxicarbonadas (usualmente de dcidos grasos) y un grupo fosfato, que puede igualmen-
te presentar sustituciones. En la figura 6 se representa, como ejemplo, un esquema de un
acido fosfatidico. Los lipidos, en general, tienen una parte hidréfila y otra hidréfoba (o
lipofila), y en medios acuosos forman espontineamente laminas bimoleculares o bicapas
concéntricas cerradas que obstaculizan el flujo de moléculas polares. Se denominan
liposomas a las pequefias vesiculas asi formadas, que contienen en su interior una cierta
concentracion de fosfolipidos que pueden ser liberados en determinadas condiciones. Por

Fosfolipido

oY,
1000
(5
o3

¥
) P

G50
S

7
7

L
L
-

{1 el
1

o,
%

Proteina
integral

Figura 5. Modelo de membrana celular, con estructura en tres capas formada por fosfolipidos
orientados con sus cadenas grasas hacia el interior, y proteinas insertadas en la red fosfolipida.
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Los resultados de este experimento proporcionan las magnitudes locales de temperatura
rotacional (1 K), temperatura vibracional (£1K), v densidad absoluta (£2%), con identi-
ficacién de cualquier punto del jet definido con precisién espacial de micras, Todos estos
datos se obtienen de forma no intrusiva, es decir, sin perturbar la estructura hidrodindmica
de la expansion. Estas caracteristicas hacen de la espectroscopia Raman una excelente
herramienta de diagnéstico, capaz de proporcionar informacién a escala molecular sobre
los procesos que tienen lugar en los chorros supersdnicos.

La contribucién que puede aportar a la interpretacién fisica del propio proceso de
expansion es de cardcter basico. La descripcion termodindmica comentada anteriormente
se limita en general a la hipétesis del continuo, presuponiendo equilibrio térmico entre los
grados de libertad rotacionales, vibracionales y translacionales, y la evidencia experimen-
tal es que los posibles alejamientos del equilibrio de los distintos modos energéticos o de
estados individuales dentro de cada modo no son siempre despreciables.

Una aplicacidn espectroscopica que cabe destacar es la considerable simplificacion de
la estructura rotacional de los espectros debida al acusado enfriamiento producido en la
expansién, lo que permite abordar el andlisis de espectros que obtenidos a temperatura
ambiente serfan de interpretacion muy problematica. Este enfriamiento, con la consiguien-
te simplificacion espectral, puede hacerse ain mds acusado mezclando la sustancia a
expandir con un gas transportador monoatémico, con frecuencia He, que al aumentar el
valor promedio del parimetro Yy hace aumentar el nimero de Mach (M), y con él la
velocidad de enfriamiento. De este modo se pueden enfriar moléculas poliatdmicas en fase
gaseosa por debajo de los 10 K.

El estudio de agregados moleculares (clusters) es una de las metas mas buscadas por
los grupos de investigacion que utilizan jets supersénicos en combinacién con técnicas
espectroscdpicas. A medida que la expansion progresa, la funcidn de distribucion de
velocidades se estrecha notablemente en torno a un valor central cercano al de propaga-
cion del flujo. Puede llegar a ocurrir que la diferencia de energias cinéticas de las molécu-
las sea menor que la energia potencial de interaccion entre ellas, lo que favorece los
procesos de agregacion molecular. Este fendmeno puede detectarse en funcidn de la
distancia desde la tobera, resultando posible la observacion de diversos estados de agrega-
cion desde los casos mds simples (dimeros, trimeros) hasta los més complejos de transi-
ciones de fase en especies monocristalinas.

Otro campo de gran interés es el de la hidrodindmica supersénica a escala molecular,
y en particular el estudio de las ondas de choque frontales y laterales de los jets (véase la
figura 4a), que aparecen con nitidez para valores elevados de la presion residual, P,
(algunos resultados al respecto pueden verse también en la ref.[15]). Otros aspectos
interesantes son el estudio de las perturbaciones del campo de flujo por la presencia de
obstaculos de cualquier naturaleza y forma geométrica, la estructura de jets de varios
componentes y los efectos de confinamiento y orientacién molecular.

II. Interaccién de péptidos y proteinas con membranas

Este es un ejemplo concreto de las mdltiples aplicaciones de la espectroscopia de
infrarrojo al estudio de moléculas bioldgicas. Teniendo en cuenta que la mayoria de los
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Tasra 111
Expansion isentr6pica de CO, (y = 1.30) desde las condiciones iniciales p, = 25000 x
10" molec/m® y T, = 300 K, correspondientes a P, = 1 atm.

x/D M u T p P
m/s K 10*'molec/m? mbar

0* 1,00 253* 260,9% 15689,7* 553

1 2,94 526 130,6 1564,8 27,61

2 3.83 581 93,7 516,9 6,54

3 4,60 611 71,8 2129 2,06

4 32 628 59,2 111,8 0,89

5 5,70 638 51,0 68,1 0,47

6 6,13 646 45,2 45,6 0,28

7 6,50 651 40,9 32,7 0,18

8 6,82 656 37.6 24,5 0,12

9 7,12 659 34.8 19,11 0,09
10 7.40 662 32,6 15.3 0,067
15 8,50 671 253 6.6 0,022
20 9,36 676 212 37 0,010
25 10,06 679 18,5 2,3 0,0058
30 10,67 681 16,6 1,6 0,0036
35 11,20 683 15,1 1,2 0,0024
40 11,68 684 14,0 0.9 0,0017
50 12,53 686 12,2 0.6 0,0009
60 13,26 688 11,0 0.4 0,0006
70 13,90 689 10.0 0.3 0,0004

* Condiciones criticas (véase el texto).

se pueden alcanzar sensibilidades de deteccion que equivalen aproximadamente a 1 ppm
en fase gas, sin los inconvenientes del montaje intracavidad.

El montaje descrito se ha utilizado para el estudio de jets en la configuracién habitual
para experimentos en fase gaseosa, es decir, con una geometria de excitacién-observacién
a 90" seglin se muestra en la figura 4b, y se ha aplicado entre otros al estudio de jets de
CO, [15]. Los distintos puntos del jet se han muestreado manteniendo fijo el foco del laser
y desplazando la tobera en las tres direcciones espaciales con un sistema micrométrico
muy preciso. Las temperaturas rotacionales en cada punto del jet se obtienen a partir de las
intensidades Raman de las transiciones J—J+2 del espectro rotacional. Las distribuciones
rotacionales observadas fueron siempre de tipo Boltzmann. Se obtuvieron temperaturas
vibracionales a lo largo del eje del cociente de intensidades entre la banda vibracional
caliente a 1409.5 cm' y su correspondiente fundamental a 1388.2 cm'!, y para la determi-
nacion de densidades absolutas se comparan las intensidades de la banda a 1.388 medidas
en el jet con una intensidad de referencia para la misma banda a una presién de 200 mbar.
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En general, se alcanzan valores relativamente grandes de M a los pocos didmetros de
tobera. Un ndmero de Mach elevado implica una transformacién eficiente de energia
térmica en energfa dirigida. El lfmite méximo de la velocidad de flujo viene dado por la
conservacién de la energia y puede demostrarse que en el mejor de los casos es s6lo un
factor =1.6 veces superior a la velocidad més probable de la distribucion maxwelliana de
la fuente. Asi, un valor alto de M corresponde a un valor pequefio de la velocidad del
sonido y en consecuencia una baja temperatura de las moléculas en el punto considerado.
A modo de ejemplo, se muestra en la tabla I1I la variacién de las propiedades relevantes de
un jet supersénico de CO, calculadas a partir de las ecuaciones del modelo isentrépico.
Los resultados son elocuentes en cuanto a la drastica disminucion de temperatura, densi-
dad y presién a medida que el gas en expansion se aleja de la tobera. Los valores de esta
tabla indicados con un asterisco son las denominadas «condiciones criticas» de la aproxi-
macion isentrGpica y corresponden por definicién al valor M=1. En las condiciones
criticas, la velocidad del gas en expansion alcanza ya la velocidad local del sonido. Asi,
para x/D 2 0 las condiciones son siempre supersénicas, lo que justifica la terminologfa
habitual de jets supersénicos.

Hasta el momento las técnicas espectroscipicas que se han ensayado con mayor €xito
en el estudio de jets supersénicos son la fluorescencia inducida por ldser, la espectroscopia
de absorcién IR sintonizable y la espectroscopfa Raman Antistokes coherente (CARS). La
espectroscopia Raman lineal se ensay6 también en los anos setenta, pero debido a las
dificultades técnicas que planteaba, apenas ha sido utilizada. Sin embargo, desarrollos
recientes han permitido superar estas limitaciones y han conducido a resultados competi-
tivos con los de los otros métodos [12,15].

En comparacién con las otras técnicas mencionadas, la espectroscopia Raman propor-
ciona una informacién muy directa sobre las temperaturas vibracionales y rotacionales,
pero, en general, tiene una sensibilidad pequefia. La seccion eficaz di ferencial de una linea
Raman intensa, rotacional o vibracional, es del orden de 50x10*° m’sr' para excitacion a
A,~500 nm. Teniendo en cuenta las densidades en el eje del jet esperadas para la expan-
sién comentada previamente (ver tabla III), un buen espectrometro Raman comercial, al
limite de sus posibilidades empleando SW de potencia de radiacion excitatriz, a duras
penas podria detectar el espectro Raman a una distancia de 6 didmetros de tobera. Harfan
falta al menos dos 6rdenes de magnitud mas de sensibilidad para poder realizar un estudio
detallado de la estructura del jet. En los afios 70, Silvera y Tommasini [16] lo consiguieron
situando el jet en la propia cavidad resonante del ldser de excitacion, con no pocos
inconvenientes de operatividad. Debido a esta dificultad, la espectroscopia Raman apenas
se ha usado como técnica de diagnéstico de jets.

En el Instituto de Estructura de la Materia se ha instalado recientemente un sistema
experimental basado en la espectroscopia Raman lineal que, gracias a una serie de mejoras
instrumentales, tiene sensibilidad suficiente para llevar a cabo estudios detallados de las
propiedades de jets supersénicos [12,15]. Las caracteristicas del sistema experimental
mencionado son: el empleo de deteccion CCD refrigerada por nitrégeno liquido, un
sistema de excitacién multipaso, la acumulacién de espectros mediante procedimientos
informéticos, la utilizacién de una cdmara de expansion de gran estabilidad mecdnica y
6ptica, y diversas mejoras del sistema Optico del espectrémetro. Con estos refinamientos
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Ficura 4. a) Representacién esquemadtica de la estructura de un jet (chorro) supersdnico. b) Esquema
experimental para el estudio de espectroscopia Raman en jet supersénico (véase la ref. [15]).

dmbito de la tecnologfa aerondutica para toberas de dimensiones mucho mayores de las
aqui estudiadas, pero los principios son también aplicables al caso presente. Si se conside-
ra un flujo estacionario de un gas ideal y se supone que los efectos de viscosidad. y
friccién son despreciables, se tiene una expansidn isentrépica. En estas condiciones, las
propiedades del gas en un punto cualquiera del campo de flujo pueden relacionarse
facilmente con las propiedades del gas en la fuente (propiedades de estancamiento).

Se puede demostrar que en la aproximacion isentrépica las propiedades del campo de
flujo quedan determinadas por dos pardmetros fisicos adimensionales de fécil interpreta-
cién: el cociente de capacidades calorificas, y= C /C .y el nimero de Mach, M=u/a, que
es el cociente entre la velocidad local del flujo, u, 'y la velocidad local del sonido, a
(proporcional a V7). El nimero de Mach sélo depende de Yy de la geometria de la tobera
y se obtiene habitualmente a partir de la resolucién numérica de las ecuaciones de la
mecanica de fluidos que describen la expansion. Para las geometrias mds habituales (con
simetria axial o planas) existen en la bibliografia [14] expresiones analiticas sencillas para
calcular M en funcién de la distancia al origen de la expansién expresada en la escala
natural del campo de flujo, D, que es la dimensién mas pequeiia del orificio de salida (el
didmetro de un orificio circular o la anchura de una rendija). En lo que sigue comentare-
mos tnicamente las expansiones de simetria axial.
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La ionizacién multifoténica resonante puede ser de gran ayuda para diversos proble-
mas de andlisis quimico. Si se puede aplicar la variante R2PI de la técnica se pueden
alcanzar sensibilidades de ppb o mejores. La mayor parte de las moléculas organicas
tienen potenciales de ionizacién entre 7 y 13 eV, por lo que se requeririan fotones en el
ultravioleta cercano que pueden obtenerse doblando en frecuencias la salida de un colo-
rante pulsado. Para evitar la complicacién debida a la distribucion de estados internos, se
pueden enfriar las moléculas formando con ellas haces moleculares supersénicos.

La combinacién de espectroscopia optica y espectrometria de masas ha resultado muy
ttil para la distincién entre compuestos isoméricos e isobdricos, para andlisis selectivo en
isotopos o para andlisis de trazas de contaminantes en mezclas de compuestos parecidos
[10]. También tiene mucho interés la aplicacién de las condiciones de «ionizacién suave»
para reducir la fragmentacién en grandes moléculas orgdnicas, muchas de ellas de interés
farmacéutico o bioldgico, o en agregados de Van der Waals. En el caso de moléculas
pequenas es mas dificil encontrar esquemas REMPI (1+1). No obstante se han desarrolla-
do otros, fundamentalmente de tipo 2+1, que permiten la deteccién sensible de muchas
especies de interés presentes en la atmdsfera o en procesos de combustién [10,11].

I1. Espectroscopia Raman en jet supersonico

La utilizacién de jets (chorros) supersénicos y haces moleculares, y en particular la
combinacidn de estos métodos con técnicas espectroscopicas, es hoy en dia de utilidad en
campos muy diversos. Por otra parte, la fisica subyacente en los jets supersénicos resulta
muy atractiva, ya que cubre diversos aspectos de la termodinamica de no equilibrio, fisica
estadistica, mecanica de fluidos y fisica molecular. A continuacién, y siguiendo el capitulo
de Montero [12], veremos como recientes refinamientos en espectroscopia Raman lineal
hacen de esta técnica una herramienta muy valiosa para el estudio de las propiedades de
un jet.

Los jets supersdnicos se producen en el laboratorio mediante la expansion de un
volumen de gas sometido a ciertas condiciones de presion (P,) y temperatura (7,) a través
de un orificio —tobera— de dimensiones reducidas, a una camara donde se mantiene una
presion residual baja (P,). El final de la expansién depende del valor de P,. Si la presion
residual es muy baja (< 107 mbar) se produce un enrarecimiento gradual, las colisiones
cesan y el flujo hidrodindmico se transforma en molecular. Si P, es alta se forma una
estructura de ondas de choque, que recomprime el gas y que es tanto mds nitida cuanto
mayor sea el valor de P,. En la figura 4a se muestra una representacion esquemitica de un
jet. El estado fisico de las moléculas del gas en la expansién, una vez abandonado el
recipiente original, difiere mucho del estado de las moléculas que atin no han sufrido la
expansién. La temperatura (7) y la densidad (p) del gas disminuyen acusadamente con la
expansion, y el flujo de gas viaja con una velocidad (#) que puede ser bastantes veces
mayor que la velocidad local del sonido (véanse p. ej. [13,14]).

Una descripcién microscopica rigurosa y detallada de un jet supersénico no es asequi-
ble hoy en dia. Sin embargo, existe un tratamiento termodindmico simplificado de la
expansion que proporciona en buena aproximacién las variables 7, p y u en cada punto del
jet para muchos casos de interés. Este tratamiento fue desarrollado inicialmente en el
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Figura 3. a) Esquema del montaje experimental para espectroscopia REMPI instalado en la Facultad
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¥ D es un conjunto de placas multicanal. b) Patrones de fragmentacién de la anilina para distintas
potencias del ldser obtenidos mediante REMPI (1+1) a 293.5 nm en el montaje experimental de la

parte superior de la figura (tomado de [9]).
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miento de las lineas espectrales es el efecto Stark AC, debido a la magnitud del campo
laser, y que se suele manifestar como un ensanchamiento asimétrico que puede ser
apreciable incluso para potencias no muy grandes del laser (en torno a 2 cm'//Gw/cm?).
Ademds de ensanchar las lineas, este efecto falsea el orden del proceso en las cercanias de
resonancias pronunciadas. Aparte de los procesos que habitualmente limitan el tiempo de
vida de un estado come predisociacién o transiciones no radiativas, el paso de ionizacién
que culmina el proceso REMPI tiende a ensanchar también las lineas, sobre todo si se
tiene en cuenta que para obtener mayor sensibilidad se suele saturar este paso, y en
consecuencia acortar la vida del estado excitado.

La utilizacién de técnicas de fotoionizacion en lugar de los métodos convencionales de
ionizacién por impacto electronico abre una serie de posibilidades nuevas en el campo de
la espectrometria de masas. Manteniendo baja la potencia del ldser (e.g. 10° W/cm®) se
puede limitar la absorcién de fotones de modo que pricticamente sélo se formen iones
moleculares (iones padre) sin que se produzca apenas fragmentacién. Esta condicidn,
llamada «ionizacién suave» (soft ionization) puede aplicarse incluso a moléculas muy
grandes y resulta muy atractiva en comparacién con la ionizacién por bombardeo electré-
nico, que siempre produce bastante fragmentacién. Para potencias altas del ldser aumenta
la contribucién no resonante a la produccidn de iones y cobra importancia la fragmenta-
ci6én. Con potencias muy altas se produce una «ionizacién dura» (hard ionization) que da
lugar a una fragmentacion ain mayor que la obtenida por impacto electrénico. La absor-
cién multifoténica puede llegar a acumular en una molécula una cantidad de energia
suficiente para descomponerla en sus componentes atémicos. En la parte inferior de la
figura 3 se muestra un ejemplo de distintas fragmentaciones de la molécula en funcién de
la potencia (enfoque) del laser utilizado [9].

En principio los iones producidos mediante absorcion multifoténica pueden analizarse
con cualquier tipo de espectrometro de masas. Los mds usados en la prictica son los de
tipo cuadrupolar y los de tiempo de vuelo. En estos dltimos los iones formados son
acelerados con lentes electrostaticas y tras recorrer una regién de deriva («drift region»)
alcanzan el detector. El tiempo desde la ionizacion hasta la deteccion (tiempo de vuelo) es
funcién de la relacién carga/masa. Durante mucho tiempo, los espectrémetros de tiempo
de vuelo no se usaron mucho porque su poder resolutivo (definido como m/Am, donde Am
es la anchura de un pico al 50% de su altura) era bajo (200-400) cuando se usaban en
combinacion con fuentes convencionales de iones por impacto electrénico, debido a la
gran anchura de energia cinética de los iones generados. Sin embargo, la combinacién de
pulsos laser cortos y haces moleculares permite definiciones temporales y espaciales
mucho mejores y conduce a resoluciones superiores a 1.000. En la parte superior de la
figura 3 se muestra un esquema de un espectrometro de tiempo de vuelo con regién de
deriva lineal acoplado a un dispositivo de haces moleculares. Una mejora adicional que
permite aumentar mucho la resolucion en masas consiste en utilizar un campo electrostatico
al final de la regién de deriva, lo cual permite acortar la distancia de vuelo y compensar la
mayor parte de las diferencias en la energia cinética de los iones de la misma masa
nominal. Combinando un aparato de este tipo (reflectrén) con ionizacién multifoténica se
pueden conseguir resoluciones superiores a 10.000 [7].

Escribano et al. 23 Opt. Pur. Apl.- Vol. 29 -n° | - 1996



estudios de REMPI el paso de ionizacién requiere un nimero de fotones menor que el de
excitacién multifoténica (m < n). En estas condiciones y si los procesos de desactivacion
de estado excitado no son muy importantes, el paso de ionizacion suele estar saturado y al
barrer en longitudes de onda se obtiene el espectro de absorcidn n-foténica del estado
excitado intermedio.

Las restricciones de simetria entre los estados moleculares inicial y final de una
transicién multifoténica y las caracteristicas de la radiacién incidente determinan una serie
de reglas de seleccién que permiten acceder a estados electronicos prohibidos en transicio-
nes monofoténicas. Un esquema de las reglas mds importantes para absorciones de 2 y 3
fotones puede encontrarse en [8] y en las referencias allf citadas. Las reglas de seleccion
que controlan los procesos de dos fotones en moléculas de muy alta simetria son comple-
mentarias de las que corresponden a transiciones de un solo fot6n. Desde el punto de vista
de la espectroscopia electrénica esta complementariedad proporciona ventajas similares a
las obtenidas de comparar espectros IR y Raman en espectroscopia de vibracion-rotacion.
En general los procesos multifoténicos de orden mds alto permiten acceder a un nimero
mayor de estados. No obstante, la sensibilidad del método disminuye mucho al aumentar
el ndmero de fotones implicados en una determinada transicion. Otro aspecto fundamental
de las transiciones multifoténicas que las diferencia también de las transiciones de un solo
fotén es su dependencia con la polarizacién ain en medios isotrépicos. Asf la compara-
cién de espectros obtenidos con distintas polarizaciones puede ser de gran ayuda en el
andlisis e identificacién de los estados moleculares excitados estudiados mediante esta
técnica.

En cualquier molécula la densidad de estados electrénicos excitados aumenta enorme-
mente a energias cercanas al limite de ionizacién (que suele encontrarse entre 10 y 15 eV).
Por tanto, la excitacién monofoténica de la mayoria de los estados electrénicos moleculares
requiere fotones en el ultravioleta de vacio (i.e., A<190 nm; E>6.5 eV). En esta zona
espectral no es trivial hoy en dia encontrar fuentes eficientes de generacién (aunque hay
algunas posibilidades como sincrotrones o mezcla de cuatro ondas) y sobre todo existen
serios problemas de transmision Gptica que obligan a evacuar el camino de propagacion de
la radiacién y a emplear materiales como el LiF o el MgF,. Aparte de esta dificultad
técnica, las restricciones de simetria comentadas hacen que muchos de los estados electro-
nicos no sean accesibles mediante transiciones de un solo fotén. Por las razones expuestas
ésta es la zona espectral en la que resulta especialmente ventajosa la espectroscopia
REMPL, y muchos de los trabajos realizados con esta técnica se han centrado en el estudio
de estados de Rydberg, es decir, estados correspondientes a orbitales situados fuera de las
capas de valencia.

Los haces moleculares y otras técnicas de eliminacion o reduccion del efecto Doppler
pueden aplicarse también a los espectros de fotoionizacién resonante. No obstante, las
elevadas intensidades usadas en los experimentos tipicos de ionizacion multifoténica
pueden disminuir la resolucién del espectro. En primer lugar, el fuerte enfoque utilizado
en muchos experimentos REMPI puede llegar a saturar transiciones en la zona focal y a
inducir un ruido continuo proveniente de procesos no resonantes; este efecto aumenta a
medida que disminuye la longitud de onda de la radiaci6n, y sobre todo si hay en el medio
moléculas de bajo potencial de ionizacién. Otra de las principales causas de ensancha-
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Ficura 2. Procesos de ionizacién multifoténica: a) ionizacién secuencial en etapas resonantes;
b) ionizacion coherente («simultinea») con 4 fotones. Las lineas de trazos representan estados
virtuales; c) ionizacién con tres fotones resonante a dos fotones: REMPI (2+1). Junto a los
procesos de absorcion (et y B) se han representado los de desactivacién por emisién espontdnea ¥
y por transiciones no radiativas J.

existen (hay que tener en cuenta que finalmente se detectan iones y que la deteccién de
particulas cargadas puede hacerse con mucha eficiencia). En la figura 2¢ se muestra una
transicion resonante a dos fotones que requiere un fotén adicional para la ionizacién. Este
tipo de proceso se denomina REMPI(2+1) y, en general, un proceso que requiera la
absorcién simultdnea de n fotones para la excitacion resonante y m para la ionizacién se
denomina REMPI(n+m). La sensibilidad mds alta se obtendréd en procesos que requieran
un solo fotén para la excitacién y un solo fotén para la ionizacién; este tipo de procesos se
denominan R2PI o REMPI(1+1) y con ellos ha sido posible la deteccién de dtomos
individuales (véase por ejemplo [7] y las referencias allf citadas). En la mayoria de los
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METODOS EXPERIMENTALES
1. Espectroscopia de ionizacion multifoténica resonante

El fenémeno de ionizacién multifoténica resonante ha dado lugar en las ultimas
décadas a métodos muy sensibles de deteccién y andlisis y a una técnica muy ttil para el
estudio de la espectroscopia de estados electrénicos altamente excitados [6-8]. A conti-
nuacién se describen brevemente sus principales caracteristicas y aplicaciones.

Aunque existian estudios teéricos de emisién y absorcién simultdnea de dos fotones
desde principios de la década de los 30, la investigacion experimental sistemdtica de
procesos multifotdnicos comenzé hace unos veinticinco afios con la aparicion de fuentes
de luz intensas y sintonizables y muy especialmente de los ldseres de colorante. La
interaccion de varios fotones en presencia de materia puede llamarse de modo amplio
«espectroscopia multifoténica» (esta definicién incluiria, por ejemplo, a la espectroscopia
Raman). De modo mas restringido se suele reservar el término para designar la absorcidn
simultdnea de dos o mds fotones para producir estados excitados de atomos o moléculas a
la energia suma de todos los fotones absorbidos. Cuando el proceso de absorcidn
multifotonica conduce al continuo de ionizacién de la especie estudiada se habla de
«espectroscopia de ionizacién multifoténica». La eficiencia de un proceso de absorcion
multifoténica aumenta mucho si la suma de las energias de varios de los fotones implica-
dos coincide con la diferencia de energia entre dos estados del medio. Cuando esta
condicién se cumple, se habla de ionizacién multifoténica resonante, fenémeno que se
suele designar con el acrénimo inglés REMPI (correspondiente a Resonance-Enhanced
MultiPhoton Ionization). Con las potencias de los ldseres de frecuencias dpticas disponi-
bles en la actualidad es facil observar todo tipo de procesos de absorcién multifoténica; de
hecho con intensidades ldser superiores a 10"-10" W/em® actuando sobre una muestra
gaseosa, se ioniza todo aquello que se encuentre en el volumen de interaccion, y en el caso
de especies moleculares se induce una extensa fragmentacion hacia los componentes
atomicos.

En la figura 2 se muestran esquemdticamente distintos caminos posibles de ionizacién
multifoténica. En la ionizacién secuencial con etapas resonantes, el estado de partida y el
continuo de ionizacién estan conectados por una secuencia de absorciones monofoténicas.
La probabilidad de transicién monofoténica entre cada dos niveles puede expresarse como
W(I)=0o11)I, donde o (cm®) es una seccién eficaz e [ representa la intensidad del laser. En
una transicion n-foténica coherente (i.e., con interaccion «simultinea» de los n fotones) la
probabilidad de transicion puede expresarse W(n)=o(n) I'. En este caso, la constante o{n)
tiene unidades de cm®s ™", aunque se suele designar como secciodn eficaz de la transicion
n-foténica. Las secciones de transicion disminuyen muchos érdenes de magnitud con el
grado del proceso. Asi, mientras las secciones tipicas de absorcién monofoténica para
transiciones permitidas entre estados electronicos son del orden de 107, las de transicio-
nes bifoténicas son del orden de 107 y las de transiciones trifoténicas de 10*. Por lo
tanto, las transiciones multifoténicas son muy poco probables, pero su importancia crece
muy deprisa con la intensidad de la radiacién. Con los ldseres ficilmente asequibles hoy
en dia, la técnica REMPI constituye uno de los métodos de deteccién mas sensibles que
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calcular elementos de matriz de los operadores correspondientes a tensiones de enlace en
cada estado vibracional mnt dentro de cada poliada. Cuando se utiliza la aproximacién de
oscilador anarménico acoplado arménicamente, mencionada més arriba, y al acercarnos al
limite de modo local, cada par de estados con el mismo valor de m y n se desacopla de los
demas de la poliada; en el limite final, las constantes rotacionales de este par de estados
serian idénticas. Es posible realizar un calculo similar para obtener el valor de las constan-
tes de Coriolis, que juegan un papel fundamental en la teoria de modos normales, repre-
sentando una de las interacciones mds importantes entre vibraciones y rotaciones. En el
modelo de modos locales, dichas constantes pueden estimarse mediante la evaluacidn de
los elementos de matriz correspondientes. En el caso limite de comportamiento puramente
localizado, el valor de estas constantes se hace cero y produce una interaccién nula entre
los dos niveles de cada par mn. Fisicamente podriamos decir que al excitarse fuertemente
la vibracién de un enlace, desaparece la interaccién rotacional con la vibracién de otro.
Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de este método son 16gicamente mas
satisfactorios para moléculas que se encuadran adecuadamente dentro de este modelo. En
la tabla II se indican los valores de las constantes rotacionales correspondientes a las dos
primeras poliadas de niveles excitados del H,Se. Puede comprobarse que en un gran
ndmero de casos, la concordancia entre valores observados y calculados es excelente.

TasLa 11
Valores observados y calculados, en cm™, de las constantes rotacionales de los estados
vibracionales correspondientes a las dos primeras poliadas del H Se

v v m n i v uim (xim O:‘C'

2 0 |2 0 + Obs. 4615.32 0.2640 0.1873 0.1006
Calc. 4614.53 0.2668 0.1858 0.1014

I 1 2 0 - Obs. 4617.39 0.2778 0.1754 0.1009
Calc. 4616.74 0.2789 0.1747 0.1004

0 2 I 1 + Obs. 4702.54 0.2855 0.1690 0.1009
Calc. 4703.34 0.2910 0.1636 0.0993

3 0 3 0 + Obs, 6798.10 0.3866 0.2891 0.1534
Cale. 6797.60 0.3849 0.2927 0.1535

2 1 30 - Obs. 6798.21 0.4522 0.2307 0.1558
Cale, 6798.74 0.4142 0.2659 0.1509

1 2 |21 + Obs. 6953.46 0.3610 0.3142 0.1533
Calc. 6954.40 0.4130 0.2670 0.151
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aplicar ambos modelos son las mismas cuando se adoptan unas relaciones simples,
segtin las cuales ® = 1/2 (0, + @ ); A= 1/2(®, - ®,); Ox =-2 X, =-2X,, =-X.

Si ambos modelos dan lugar a las mismas energias, cabria preguntarse cudl es el
interés de utilizar dos teorias diferentes. La respuesta es que, en las proximidades de cada
limite, la representacién en el correspondiente sistema es mds satisfactoria, en el sentido
de que la funcién de ondas en dicha representacién se aproxima a la correspondiente
funcién de la base utilizada, y tiene por tanto un significado fisico mis claro, mientras que
en el sistema alternativo la representacién es menos inmediata. Asi, por ejemplo, cerca del
limite de modos locales, la funcién de ondas expresada en la base de modos normales no
presenta una conexi6n obvia con el modelo habitual de modos normales, y lo mismo
puede decirse en el otro limite. Por otra parte, el modelo de modos locales tiene una
interpretacién pictérica mas clara, especialmente para los no expertos en espectroscopia
vibracional, pero la introduccion en €l de otros efectos, como las vibraciones angulares o
las rotaciones moleculares, estd menos desarrollada que en el modelo tradicional y bien
establecido de modos normales.

Respecto a moléculas concretas, los valores experimentales de energias de estados
excitados permiten catalogarlas segtin su comportamiento. Asf, H,S y H,Se, como se ha
indicado anteriormente, se encuentran proximas al limite de modos locales, mientras que
SO, v S,D, vienen representadas mds adecuadamente por el modelo de modos normales
hasta valores altos de la energfa. Para valores bajos de la misma, ambos modelos permiten
representaciones equivalentes para las moléculas de H,0, D,O, CH, y otras, mientras que
para mayores excitaciones de las tensiones la distribucion de sus niveles de energia se
aproxima mds a la esperada segin el modelo de modos locales. Para algunas de estas
moléculas se han llevado a cabo ajustes de los pardmetros mencionados anteriormente de
este tltimo modelo, obteniéndose una reproduccion muy satisfactoria de los valores
experimentales de la energia, simplemente con los tres pardmetros indicados.

Nos referimos a continuacién al problema de las rotaciones en estados vibracionales
altamente excitados. Se ha observado experimentalmente que, para moléculas que se
comportan satisfactoriamente dentro del esquema de modos locales, los niveles rotacionales
parecen corresponder a una distribucién propia de un indice de simetria menor al que tiene
la molécula. Moléculas trompoesféricas, como H,Ge y H,Sn, presentan espectros con
estructura rotacional correspondiente a moléculas tromposimétricas, con intensidades li-
geramente an6émalas, y los espectros de moléculas tromposimétricas, como H,Sb, se
asemejan a los esperados para moléculas trompoasimétricas, especialmente al aumentar la
energia vibracional. Es interesante destacar que este comportamiento puede predecirse
dentro del modelo de modos locales, utilizando una aproximacién sencilla, segtn la cual
se desprecian los acoplamientos entre los osciladores de enlace, asi como entre estiramientos
y flexiones de enlace, el 4tomo central tiene una masa infinita y el dngulo de enlace es de
90°.

El modelo de modos locales permite la evaluacién de constantes rotacionales para
estados vibracionales excitados, a partir de los resultados correspondientes a las vibracio-
nes fundamentales. Para ser mas precisos, este método permite calcular la variacién de las
constantes rotacionales en estados vibracionales de tensiones de enlace miltiplemente
excitados, con respecto a su valor en el nivel vibracional fundamental. Para ello es preciso
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de niveles con los mismos valores de m y n tiende a cero. Fisicamente la situacién puede
entenderse en el sentido de que, a valores altos de la energia, cada enlace oscila de forma
independiente, siendo la interaccién entre ellos despreciable. Si la energia continuara
aumentando, al localizarse en un solo enlace, llegariamos a la disociacién de la molécula.
El limite de modos normales corresponderia al caso opuesto, en el que ®x << A. La
separacion entre los niveles dentro de cada poliada es uniforme, no existen por lo tanto
degeneraciones, y los efectos de anarmonicidad son despreciables con respecto a la
interaccion entre los modos arménicos.

La figura 1 muestra esquemaéticamente los niveles de energia de tres poliadas para
una molécula de este tipo, con los limites de modos normales y locales a la izquierda y
a la derecha, respectivamente, y en el centro la situacién correspondiente a un caso
intermedio, como la molécula de H,0. Las energias correspondientes al modelo de
modos normales se han representado teniendo en cuenta de forma cualitativa la llamada
resonancia de Darling-Dennison, que afecta a niveles entre los que Av, = -Av, = £2,
unidos por lineas de puntos en la figura. Se ha tomando x,, = x,, = /4 x = /4 K
donde las x son las constantes de anarmonicidad habituales y K, .. es el parimetro
caracteristico de la citada resonancia. Interesa mencionar que las energias resultantes de

Vi, Us mnt v
0.3 ;z'— ******** —agi 21-
A 1= —_ 21+
1,2 T~ 3
2,1 1“*——*-.________ 30-
3.0 ‘\—__ ——————— & 30+
02 —— = — s
e i 2
1.1 |‘ H-.r_:___l 20-
2.0 e e RS 20+
01 ———— . 0-
10 e i ~ 10+

Ficura 1. Representacion esquemitica de los niveles de energia de las tres primeras poliadas de una
molécula triatémica angular simétrica. El comportamiento en el limite de modos normales se
muestra a la izquierda de la figura, y el de modos locales a la derecha, correspondiendo la parte
central a un caso intermedio (molécula de H,0). En el modelo de modos normales se han unido con
linea de puntos los estados inter-relacionados por la resonancia de Darling-Dennison.
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Tasra I
Frecuencias experimentales, en cm™', de las vibraciones fundamentales de tensién de
enlace, y sus primeros sobretonos, de las moléculas de agua y diéxido de azufre

modos modos

normales locales H,0 80,
v, v, m n *
1 0 1 0 + 3657.05 1151.38
0 1 1 0 - 375593 1361.76
2 2 0 + 7201.54 2295.88
11 2 0 - 7249.82 2499.55
0 2 11 + 7445.07 2715.46
30 3 0 + 10599.66 3431.19
2 1 3 0 - 10613.41 3629.61
1 2 2 1 + 10868.86
0 3 2 1 - 11032.40 4054.26
4 0 4 0 + 13828.3
31 4 0 - 13830.92 4751.23
2 2 31 + 14221.14
1 3 31 - 14318.80 5165.64
0 4 2 2 + 14536.87
50 50 + 16898.42
4 1 5 0 - 16898.83
3 2 4 1 + 17458.20
2 3 4 1 - 17495.52
1 4 3 2 + 17748.07

llamado modelo de oscilador anarménico acoplado arménicamente (HCAO: harmonically
coupled anharmonic oscillator). En este modelo los elementos de matriz de los términos
diagonales del hamiltoniano vienen dados por la suma de los valores propios de dos
osciladores de Morse, y los elementos no diagonales de acoplamiento se expresan por
medio de férmulas arménicas. Para el caso que estamos considerando resultan finalmente
tres Unicos pardmetros: el nimero de ondas ®’ (préximo al niimero de ondas arménico ),
el pardmetro de anarmonicidad del enlace wx, y el coeficiente de acoplamiento L. La
separacién entre las distintas poliadas viene regida por el mimero de ondas @’, mientras
que los otros dos parametros regulan la estructura de niveles de energia dentro de cada
poliada. En el limite del modelo de modos locales, wx >> A, y la separacion entre cada par
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Se observé que algunos de los nuevos resultados experimentales mencionados, no eran
explicables con la teoria habitualmente utilizada de modos normales. Los mds llamativos
se refieren al acercamiento de la frecuencia de pares de componentes de vibraciones
excitadas dentro de cada poliada, o grupo de vibraciones con una caracteristica comun, y
al andmalo comportamiento de las rotaciones, segin el cual se produce una pérdida
aparente de simetrfa en la molécula cuando se excita multiplemente una vibracién. Sobre
este dltimo aspecto volveremos en mayor extensién mds adelante, centrindonos en los
siguientes parrafos en los resultados exclusivamente vibracionales.

Tomaremos como ejemplo las moléculas triatémicas angulares simétricas, por su
sencillez. En estas moléculas, las vibraciones simétrica y antisimétrica de extensién de los
enlaces, habitualmente denominadas v, y v,, suelen tener frecuencias parecidas. Cuando
dichas vibraciones se excitan multiplemente se producen conjuntos de vibraciones llama-
dos poliadas (manifolds o a veces clusters, en inglés), cuyas frecuencias toman de nuevo
valores cercanos. Por ejemplo, tendrdn valores no lejanos las vibraciones 2v,, v, +v, y 2v,,
las vibraciones 3v,, 2v,+Vv,, v+2V, y 3v,, etc. La tabla I recoge las frecuencias experimen-
tales de algunas de estas poliadas para el agua y el diéxido de azufre. A la vista de estos
valores experimentales se aprecia un comportamiento muy distinto en estas dos molécu-
las. La separacién entre los dos primeros valores de cada poliada va disminuyendo
ripidamente en el caso del agua, mientras que se mantiene aproximadamente constante
para el SO,. Asimismo, también en el H,O, la separacién entre el segundo par de valores
de cada poliada de energia creciente va disminuyendo, aunque més lentamente que para la
primera pareja. Estas dos moléculas presentan ejemplos tipicos de comportamientos que
se describen mds adecuadamente utilizando la metodologia de modos locales y modos
normales, respectivamente. En el limite de comportamiento mds caracteristico de modos
locales (por ejemplo, en las moléculas de acido sulfhidrico o 4cido selenhidrico), cada par
de niveles de energia es practicamente degenerado, incluso para valores bajos de la
excitacion multivibracional.

En la tabla I se indica también la distinta nomenclatura empleada en cada sistema. Para
modos normales, se utilizan los ndmeros cudnticos habituales v, y v,, mientras que en
términos de modos locales, cada poliada viene representada, en la notacién utilizada por
Halonen [3], por dos niimeros m y n y un signo + o -, que indica la paridad con respecto
a la permutacién de los dos niicleos idénticos. De esta manera, los niveles de cada par a los
que nos referimos anteriormente tiene el mismo valor de estos nimeros y distinto signo,
en la notacién de modos locales. En ambos sistemas, cada poliada posee un valor caracte-
ristico v, definido como v=v +v,=m +n.

A continuacién describiremos muy esquematicamente la teoria basica empleada en la
formulacién de modos locales, en principio para las moléculas angulares a las que nos
hemos referido anteriormente. El modelo bésico consiste en suponer que la molécula estd
formada por dos osciladores locales, cada uno correspondiente a uno de los enlaces, que se
describen por medio de osciladores de tipo Morse. El dngulo entre los dos enlaces se
mantiene constante. Los dos osciladores estdn acoplados por medio de términos bilineales
de energia cinética y potencial. El operador hamiltoniano del sistema viene dado, por lo
tanto, por la suma de los dos osciladores de Morse mds los dos términos de interaccion.
Tomando como base este hamiltoniano se ha desarrollado un modelo atin mas sencillo, el
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métodos iterativos, hasta obtener convergencia y minimizacién de la energfa. Este método se
representa por las siglas MCSCF (Multi-Configurational SCF). La eleccion de las configura-
ciones a incluir no es trivial; comentaremos aqui exclusivamente la correspondiente al llamado
método CASSCF (Complete Active Space SCF), por su interés especial para describir fenome-
nos de excitacién. En este método la eleccién de las configuraciones a utilizar se hace de la
siguiente manera. En primer lugar, se dividen los orbitales moleculares en tres tipos: inactivos,
activos y externos. Los orbitales inactivos se mantienen doblemente ocupados en todas las
configuraciones; el resto de los electrones se distribuye en los orbitales activos, que tienen un
ntimero de ocupacién entre 0 y 2. Una vez decidido cudles orbitales son activos y cudles
inactivos, la funcién de ondas se construye automdticamente por combinaci6n lineal de todas
las configuraciones posibles que se puedan formar situando todos los electrones activos en los
orbitales activos. En este sentido, equivale a realizar una interaccion de configuraciones
completa dentro del espacio activo, con la mejora afiadida de la optimizacion de los orbitales
moleculares. Por analogia al método de Moller-Plesset, se ha desarrollado también el equiva-
lente al método CASSCF utilizando teorfa de perturbaciones. Se designa este método como
CASPT2, y en él se determina en primer lugar la funcién de onda multiconfiguracional por
medio del método CASSCEF, y a continuacién se lleva a cabo un tratamiento de perturbaciones
de segundo orden en el que la funcion CASSCF se toma como referencia.

La precision de los resultados obtenidos depende l6gicamente del método utilizado, de
la base de funciones en la que se desarrollan los cilculos, y de la complejidad del sistema
a tratar. Con un cdlculo bisico (tipo HF) con una base 6-31G* se obtienen geometrias
razonables, con desviaciones en distancias de enlace del orden de 0.014 A y en los dngulos
de enlace del orden de 2% con la misma base y un calculo perturbativo de segundo orden
(MP2), las geometrias son aproximadamente un orden de magnitud mds precisas. Respec-
to a las frecuencias arménicas, las calculadas segiin uno y otro método vienen normalmen-
te sobreestimadas en un 10 y un 7%, respectivamente.

Para calculos de estados excitados, el método CASSCF suele dar buenos resultados, y,
si se dispone de facilidades de computacion suficientes, el método CASPT2 proporciona
tanto pardmetros estructurales como energias de excitacion y otras propiedades moleculares
con gran precisién, comparable a la que es posible obtener para el estado fundamental.

II. Método de modos locales para el tratamiento de vibraciones moleculares

Curiosamente, los conceptos de modos locales y modos normales datan aproximada-
mente de fechas semejantes, en la década de los 30. Sin embargo, como indica Halonen
[3]. la teoria desarrollada en los textos cldsicos de Herzberg [4] y Wilson, Decius y
Cross [5], se expreso en el formalismo de modos normales, y asi se ha mantenido hasta
el nuevo desarrollo de la teorfa de modos locales, llevado a cabo desde los afios 70 en
adelante. Los factores que han impulsado el renacimiento de este método son, por una
parte, la obtencién de un gran ndmero de resultados experimentales de vibraciones
miltiplemente excitadas, en la zona de IR préximo principalmente, y por otra, la
extension y mejora de la teorfa inicial de modos locales, que ha permitido el tratamiento
de vibraciones de flexion, resonancias de Fermi, rotaciones, etc., asi como el desarrollo
de la relacién existente entre ambos modelos.
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cuadraticos mencionados anteriormente es preciso extender la teorfa de perturbaciones
hasta 4° orden (MP4).

De entre los resultados mds importantes que se pueden obtener por métodos
mecanocudnticos mencionaremos, para moléculas en el estado electrénico fundamental, la
optimizacién de geometrias y el célculo de frecuencias armoénicas de vibracién. En gene-
ral, interesa conocer cudl es la configuracion nuclear mds estable de la molécula o sistema
bajo estudio. Dicha configuracién dard lugar a un minimo de la energfa; por lo tanto, la
manera de determinar esta configuracion se reduce al cdlculo del gradiente de la energia
del sistema con respecto a las coordenadas nucleares. Como puede suponerse, el uso de
funciones de base gaussianas es particularmente 1til en este caso, ya que la derivada de
una funcién gaussiana es otra gaussiana, lo que permite realizar analiticamente estos
cdlculos. Las configuraciones para las que la primera derivada de la energia es nula
pueden no corresponder necesariamente a minimos, sino a puntos de silla en la superficie
de potencial. Para resolver esta ambigiiedad, y también en su caso por su interés intrinse-
co, se calculan las frecuencias arménicas de vibracién en el punto estacionario de primera
derivada nula. Esto se hace resolviendo las conocidas ecuaciones de un movimiento
armoénico de dimensién 3N, siendo N el nimero de dtomos del sistema, y en el que la
energia potencial corresponde a las derivadas segundas de la energia con respecto a
pequefios desplazamientos atémicos. Si estamos en un minimo verdadero de la energia,
todas las soluciones de estas ecuaciones serdn reales; de ellas, 3N-6 serdn diferentes de
cero y 6 serdn nulas, correspondientes a los movimientos de frecuencia nula de traslacién
y rotacion global molecular (3N-5 para moléculas lineales). Si, por el contrario, nos
encontramos en un punto de silla o en un minimo local, se obtendra alguna frecuencia
imaginaria, lo que implica que la correspondiente constante de fuerza es negativa, es decir,
se trata de una coordenada a lo largo de la cual la energia no es minima. Las frecuencias
armonicas correspondientes al minimo de energia potencial son las que pueden comparar-
se con las frecuencias experimentales, si bien debe tenerse en cuenta que estas dltimas no
son armonicas, sino que estdn siempre afectadas de la anarmonicidad del sistema.

Los tratamientos bésicos (tipo Hartree-Fock) proporcionan buenos resultados en mu-
chos casos, y en especial en sistemas de capa cerrada, es decir, aquellos en los que todos
los electrones se encuentran apareados en orbitales doblementé ocupados. La introduccién
de la interaccion de configuraciones mejora ademads los resultados en la gran mayoria de
los casos. Pero existen algunos sistemas en los que ni siquiera de esta manera se obtienen
resultados fiables. Esta situacién aparece, por ejemplo, cuando queremos estudiar prace-
sos de disociacién, cuando existen configuraciones mdltiples para una molécula, o en
casos de cuasidegeneracion, como los que se encuentran frecuentemente al tratar estados
electrénicos excitados. En esta contingencia es preciso utilizar otros tratamientos, tales
como los llamados métodos multiconfiguracionales.

En una interaccion de configuraciones lo que se hace es mezclar un conjunto de orbitales
moleculares provenientes de un célculo Hartree-Fock, optimizando variacionalmente los coefi-
cientes de los distintos orbitales para minimizar la energia del sistema. En un cilculo
multiconfiguracional, ademds de optimizar los coeficientes de la base inicial, se introducen
nuevas bases que no corresponderédn al modelo Hartree-Fock, y se optimizan simultineamente
la base de configuraciones y la de orbitales moleculares. Esta optimizacion se lleva a cabo por
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interatémicas. Esto se representa mediante la adicién de un signo +. Por ejemplo, una base
6-31+G* es similar a la 6-31G* con la incorporacion de un conjunto de funciones difusas
sp sobre los dtomos pesados. Este tipo de bases son imprescindibles para la descripcion de
especies como aniones, moléculas de van der Waals, o sistemas con puentes de hidrégeno,
en las que existen interacciones débiles y enlaces poco localizados o muy expandidos. Se
ha desarrollado también una serie de bases de tipo triple Z, es decir, en las que se utilizan
tres funciones para describir la capa de valencia. Por ejemplo, una base 6-311G utiliza tres
funciones: una mas comprimida consistente en tres gaussianas, y dos gaussianas indepen-
dientes mas difusas. Estas bases son especialmente adecuadas para el tratamiento de la
correlacion electrdnica.

En efecto, en el formalismo bdsico (tipo Hartree-Fock), se considera cada electrén por
separado, moviéndose en un campo promedio de los restantes electrones, y no se tiene en
cuenta que el movimiento de los electrones esta correlacionado: dos electrones siempre se
desplazan de manera que tiendan a estar lo mds separados posible entre si, bien en
posiciones diametralmente opuestas respecto al micleo, bien lejos del nicleo si el otro estd
en sus proximidades. Este efecto se denomina correlacién electrénica, y su inclusién
permite mejorar considerablemente las energfas calculadas. Los métodos mds comunes de
tratar este efecto son la interaccién de configuraciones y la utilizacién de la teoria de
perturbaciones de Méller-Plesset.

Basicamente, la interaccion de configuraciones consiste en utilizar un conjunto de
orbitales tanto ocupados como vacantes para describir la funcién de ondas del sistema; se
habla de monosustituciones (funciones CIS, es decir, Configuration Interaction Single)
cuando un orbital ocupado se sustituye por uno vacante; bi-sustituciones (funciones CISD,
Single and Double) cuando se sustituyen dos ocupados por dos vacantes, y andlogamente
para tri-sustituciones hasta llegar al limite de interaccién de configuraciones completa
(Full-CI), que incluiria todas las mono-, bi-, tri-, hasta N-sustituciones, y en el cual la
funcién de onda resultante serfa la solucién exacta de la ecuacion de Schrodinger. Lamen-
tablemente estos calculos Full-CI son impracticables incluso para moléculas muy peque-
flas por sus enormes requerimientos de recursos de computacion, por lo que habitualmente
los cdlculos se restringen a mono- y bi-sustituciones. Cuando se tienen en cuenta todas las
configuraciones posibles de mono- y bi-excitaciones, se obtiene una base de tipo consis-
tente en tamafio (llamada habitualmente ‘size consistent’), y si se afladen términos
cuadréticos, el método se denomina QCISD (Quadratic CISD).

Por su parte, los métodos perturbativos estin basados en la teoria general de perturba-
ciones de Rayleigh-Schridinger, en la que, como es sabido, el hamiltoniano completo se
escribe como suma de un término de orden cero, ficilmente diagonalizable, y un término
que incluye la perturbacién. En la teoria de Moller-Plesset, el término de orden cero se
define como la suma de los operadores monoelectrénicos de tipo Hartree-Fock, v en el
término de perturbacién se acomodan todas las posibles interacciones. La funcién de
orden cero es, pues, la misma que se obtiene de un calculo realizado en el formalismo
basico comentado anteriormente, mientras que las correcciones sucesivas a la energia de
orden cero se calculan de forma sistematica utilizando los métodos habituales de la teoria
de perturbaciones, en lugar del formalismo variacional usado en los modelos anteriormen-
te expuestos. Normalmente, para obtener una precision comparable a los métodos
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funciones monoelectrénicas llamadas orbitales moleculares. Para completar la descripcion
del sistema, la funcién de ondas orbital se multiplica por la funcién de spin del electron,
dando lugar a una funcién llamada spin-orbital. Para sistemas multielectrénicos, la fun-
cion de ondas total viene dada por una combinacion de spin-orbitales, a la que correspon-
de una energia caracterfistica, y recibe la denominacién de configuracion electrénica. La
funcién de ondas total debe cumplir una serie de requisitos, como ser antisimétrica (por la
naturaleza de fermiones de los electrones), satisfacer el principio de exclusién de Pauli
(dos electrones con el mismo spin no pueden ocupar el mismo orbital) y otros. La parte
espacial de los orbitales moleculares se suele desarrollar como combinacion lineal de un
conjunto finito de funciones monoelectrénicas de caracteristicas dadas que se denominan
funciones de base. La eleccion de las funciones de base a utilizar en los cdlculos es de
suma importancia, pues de ello depende en gran medida la precisién de los resultados
obtenidos.

Resulta conveniente definir las funciones de base asociadas a cada nicleo, dependien-
tes tinicamente de la carga del nicleo y con una simetria equivalente a la de los orbitales
atémicos (s, p, d, ). Las funciones de base mads utilizadas cominmente son de dos tipos:
orbitales de Slater, caracterizados por una exponencial radial y unos pardmetros que
determinan el tamafio del orbital, y combinaciones lineales de funciones gaussianas. Las
primeras representan mas fielmente los orbitales atémicos, pero no permiten el cédlculo
analitico de algunas integrales que aparecen habitualmente; las segundas, por el contrario,
tienen un significado fisico menos riguroso, pero permiten realizar todo tipo de cilculos
analiticamente y con bastante sencillez.

Se denominan bases minimas a las que consideran exclusivamente a los orbitales
atémicos de la capa interna y de la capa de valencia ocupados en el estado fundamental.
Estas bases se representan como STO-nG (n: nimero de funciones gaussianas utilizadas
en el desarrollo del orbital atémico, tipicamente entre 2 y 6), y, en general, son poco
flexibles v no permiten una buena descripcién de la distribucién electrénica del sistema.
Una primera mejora consiste en desdoblar cada orbital en dos, es decir, describir cada
orbital por dos funciones de base; se llaman en este caso bases doble Z. Las bases Split-
Valence representan un caso particular de este tipo, en el que se desdobla sélo la capa de
valencia. Una de las bases mds empleadas en cdlculos moleculares es la 6-31G, en la que
se usan 6 gaussianas para describir cada orbital de las capas internas, mientras que las
capas de valencia se desdoblan en dos funciones, una de tipo contraido y otra difusa,
representadas por 3 gaussianas y una gaussiana respectivamente.

Las bases doble Z calculan tipicamente distancias de enlace mas largas que las experi-
mentales. Una nueva mejora, o flexibilizacién de la base, consiste en incluir funciones de
polarizacion, que permiten describir con mayor precision la zona electrénica mas alejada
de los micleos, mediante funciones con momento angular superior al del dtomo en el
estado fundamental: por ejemplo, afiadiendo orbitales d para datomos pesados, o bien
orbitales p para el hidrégeno. Cuando este tipo de funciones se incorpora a una base 6-
31G, pasa a representarse como 6-31G* (para las funciones d), o 6-31G** (si ademads se
incluyen funciones s y p sobre hidrégeno y helio). Una flexibilizacién mas eficaz se
obtiene mediante la introduccion de funciones difusas, es decir, funciones de base con
exponentes pequefios en dtomos pesados, a fin de tener en cuenta mayores distancias
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