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Resumen de la tesis que presenta Giovanni Guzman Santiago como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Optica con orientacién en Optoelectrénica.

Espectroscopia Raman coherente utilizando pulsos de femto-segundos y chirp lineal

Resumen aprobado por

Dr. Israel Rocha Mendoza
Director de tesis

La biofotdnica es un area de investigacidn relativamente nueva que en tan solo dos décadas ha tenido un
gran progreso tecnoldgico con la introducciéon de nuevas técnicas de imagen con potencial aplicacidn en
microbiologia y biomedicina. Particularmente para el estudio y la manipulacién de sistemas
microscopicos tales como las macro-moléculas, las células y el tejido bioldgico. Dicho progreso
tecnoldgico incluye la innovacidn o mejoramiento de técnicas ya existentes tales como la espectroscopia
Raman, la cual es una herramienta bastante consolidada y util para investigaciones en quimica de gases y
estado sélido, por su capacidad de extraer informacién espectral molecular de manera no destructiva y
no invasiva. Trasladar dichas caracteristicas del efecto Raman a un sistema bioldgico in vivo ha sido tema
de investigacion por lo menos las ultimas dos décadas. A diferencia de la microscopia confocal, con el
efecto Raman se puede estudiar la conformacién molecular sin necesidad de utilizar marcadores
fluorescentes. Sin embargo, la fisica del efecto Raman ocurre de forma espontanea lo cual la hace muy
ineficiente, requiriendo tiempos de integracidn largos para adquirir la informacidn espectral en un solo
punto, o bien una excitacién muy intensa por encima del umbral de dafio de cualquier sistema bioldgico.
Esto hace imposible tomar imdgenes rapidas en cualquier sistema biolégico vivo. Para mejorar la
eficiencia del proceso Raman se ha recurrido al uso de la éptica no lineal en la cual se emplean pulsos
ultracortos para inducir de forma coherente (no espontanea) efectos Raman no lineales. Procesos
Raman no lineales como el esparcimiento Raman Estimulado (SRS) y esparcimiento anti-Stokes Raman
Coherente (CARS), han sido implementados con gran éxito para la obtencién rdpida de imagenes Raman.
La presente tesis describe un trabajo experimental que tiene como objeto construir un sistema éptico
para realizar espectroscopia vibracional Raman basados en los procesos dpticos no-lineales SRS y CARS,
utilizando una fuente de pulsos laser ultracortos de femto-segundos y chirp lineal. Para demostrar la
funcionalidad del sistema y estudiar las sefiales no lineales Raman obtenidas se utilizaran muestras de
solventes. El sistema aqui implementado es de gran utilidad como paso previo a la realizacidon de
imagenes espectrales Raman por primera vez en CICESE.

Palabras clave: Espectroscopia Raman, Esparcimiento Raman anti-Stokes coherente, dptica no lineal,
chirp lineal, enfoque espectral, pulsos de femto-segundos, vibraciones moleculares.



Abstract of the thesis presented by Giovanni Guzman Santiago as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Optics with orientation in Optoelectronics:

Coherent Raman Spectroscopy using femto-seconds pulses and linear chirp

Abstract approved by

Dr. Israel Rocha Mendoza
Thesis Director

Biophotonics is a relatively new area of research that in just two decades has made great technological
progress with the introduction of new imaging techniques with potential application in microbiology and
biomedicine. Particularly for the study and manipulation of microscopic systems such as macro-
molecules, cells and biological tissue. This technological progress includes the innovation or
improvement of existing techniques such as Raman spectroscopy, which is a very consolidated and
useful tool for research in gas chemistry and solid state, for example, this for its ability to extract
molecular spectral information from non-destructive and non-invasive manner. Transferring these
Raman effect characteristics to an in vivo biological system has been subject of research for at least the
past two decades. Unlike confocal microscopy, the Raman effect can be used to investigate molecular
conformation without the use of fluorescent markers. However, the Raman effect physics occurs
spontaneously, which makes it very inefficient, requiring long integration times in order to acquire the
spectral information in a single point, or a very intense excitation above the damage threshold of any
biological system. This makes it impossible to take quick pictures in any living biological specimen. In
order to improve the efficiency of the Raman process, the use of non-linear optics in which ultrashort
pulses are used to induce coherent (non-spontaneous) non-linear Raman effects. Non-linear Raman
processes such as Stimulated Raman Scattering (SRS) and Coherent anti-Stokes Raman Scattering (CARS)
have been implemented with great success for rapid Raman imaging. This thesis describes an
experimental work that aims to construct an optical system to perform Raman vibrational spectroscopy
based on non-linear optical processes SRS and CARS, using a source of ultra-short femto-second laser
pulses and linear chirp. To demonstrate the functionality of the system and to study the obtained non-
linear Raman signals, solvent samples are used. The implemented system here is very useful as a
preliminary step to the realization of Raman spectral images for the first time in CICESE.

Keywords: Raman Spectroscopy, Coherent Raman Scattering, Coherent anti-Stokes Raman Scattering,
Linear chirp, spectral focus, spectral grid, methanol, DMSO, femto-seconds pulses, molecular vibrations.
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Capitulo 1. Introduccion

El estudio y comprension de los mecanismos de funcién interna y propiedades moleculares de
microorganismos vivos (células, bacterias, hongos, etc.), al igual que los mecanismos de enlace y
organizacion de proteinas fibrosas que forman el tejido conectivo (coldgeno, tubulina, elastina, etc.) han
sido temas de gran interés durante afios en la biologia y medicina. En afios recientes, las técnicas de
microscopia y espectroscopia de alta resolucién espacial y espectral, tales como la microscopia confocal
y la espectroscopia Raman, han sido herramientas Utiles para estos estudios. En particular, la
microscopia confocal de barrido laser ha sido ampliamente utilizada por los investigadores en ciencias de
la vida debido a su capacidad de adquirir de una forma rdpida imdgenes “tomograficas”. Esto, aunado
con el uso de marcadores con proteinas fluorescentes ha potencializado su uso para estudiar, por

ejemplo, la dinamica intracelular. (Tsien, 1998)

Recientemente, el interés en la espectroscopia vibracional ha resurgido en la comunidad
biomédica y microbidloga por su capacidad de tomar imdgenes de contraste quimico libres de marcaje.
Esto tiene ventaja sobre la microscopia confocal, ya que no se sabe si el uso de fluoréforos pueden o no
modificar la funcionalidad celular, ademds de que los marcadores estan sujetos a un efecto de “foto-
blanqueo”. Los avances recientes en técnicas de imagen utilizando esparcimiento Raman Estimulado y
anti-Stokes coherente han mostrado ser altamente sensibles, con drdenes de magnitud mucho mayores
que la espectroscopia Raman convencional, siendo posibles velocidades de adquisicion de video
superiores, logrando por tanto la obtencidon de imagenes de procesos bioldgicos in vivo. (Christian W.

Freudiger, 2011).

Figura 1. (A) Imagen de células fibroblasticas a una banda Raman de 2845 cm™ durante la infeccién con un
megalovirus genéticamente modificado que muestra la proteina de fluorescencia verde. (B) es la proteina de
fluorescencia. (C) imagen de campo brillante, (D) imagenes CARS y de 2-fotones sobrepuestas. Los tiempos de
adquisicion de (A) y (B) son de 40 us/pixel. Las imagenes son el promedio de 4 escaneos, cada uno de 11 segundos.
Tomada de (lain Robinson, 2009).



En este trabajo experimental, cuya implementacion es la primera en el CICESE, y en México, las
técnicas de micro-espectroscopia no lineal de esparcimiento Raman. Para esto se realizd un arreglo
experimental para observar y estudiar los procesos de esparcimiento Raman estimulado (conocido como
SRS, por sus siglas en inglés) y de esparcimiento Anti-Stokes Raman coherente (conocido como CARS, por
sus siglas en inglés). Para lograr esto se busco reproducir trabajos previos realizados en la Universidad de
Cardiff, en Gales Reino Unido, (Rocha-Mendoza, Langbein, & Borri, 2008; Rocha-Mendoza, Langbein, &
Borri, 2009) donde se utilizaron fuentes de pulsos laser en el régimen de femtosegundos y la técnica de

I”

ensanchamiento temporal lineal conocida como “chirp lineal” para obtener la resolucién espectral
necesaria para resolver la bandas Raman, cuyo tiempo de coherencia es tipicamente de 1-2
picosegundos. La finalidad de este trabajo es obtener un arreglo experimental preliminar para

desarrollar microscopia y, especificamente, estudiar los diferentes procesos Raman coherentes.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Del efecto Raman al efecto Raman coherente

En 1928, Raman observd que cuando luz monocromatica con frecuencia wy incidia sobre un
medio con moléculas (gases o liquidos y ausentes de polvo), la luz esparcida contenia un arreglo de
diferentes colores (Raman, 1928). La componente mas fuerte tenia la misma frecuencia que la luz
incidente, wy,, pero también otras contribuciones mas débiles a diferentes frecuencias eran observadas.
Tales frecuencias tenian un corrimiento de igual a w, £ wg. Donde la primera contribucidn correspondia a
la componente Rayleigh, mientras que las contribuciones desplazadas se conocen, ahora, como
componentes de esparcimiento Raman. Las frecuencias desplazadas hacia el rojo se conocen como las
componentes Stokes y mientras que las frecuencias corridas hacia el azul, se conocen como
componentes anti-Stokes. Rapidamente, Raman se dio cuenta que las frecuencias wg correspondian a
frecuencias caracteristicas de movimientos moleculares y el espectro obtenido podia ser usado para

identificar y caracterizar moléculas.

Tales movimientos moleculares correspondian a vibraciones de enlaces quimicos individuales o
de grupos de enlaces quimicos colindantes. Debido a esto, el esparcimiento Raman se ha convertido en

una técnica ampliamente aplicada al analisis molecular. Ademas, cuando es aplicada a microscopia, dicha



técnica permite la visualizacion de muestras sin marcaje (sin tefiir) con contraste vibracional a una alta

resolucién espacial (Otto, 1997).

La desventaja principal de la técnica Raman es la debilidad intrinseca de ser un proceso
espontaneo. S6lo una parte en 10° (6rdenes de magnitud) de la radiacién incidente se esparciran en la
frecuencia de Stokes al propagarse a través de 1cm de un medio activo Raman. Esta debilidad complica
muchas aplicaciones incluyendo la imagen vibracional de muestras bioldgicas. Es entonces que los
métodos de espectroscopia Raman estimulada coherentemente son de gran interés. La espectroscopia
Raman coherente estd basada en procesos dpticos no lineales. Los mads comunes para microscopia son
los procesos de esparcimiento Raman anti-Stokes Coherente (CARS, por sus siglas en inglés) y la

espectroscopia Raman estimulada (SRS, por sus siglas en inglés) (Masters & T. C. So, 2008).

Para 1965, casi cuarenta anos después del descubrimiento del efecto Raman, Maker y Terhune
demostraron la posibilidad de obtener sefiales Raman mas intensas al utilizar dos haces de luz coherente
con frecuencias, w; y w,, respectivamente, se utilizaban para excitar un modo vibracional Raman (Maker,
1965). Esto era posible a través de la frecuencia de batido (la diferencia de frecuencia wg = w; - w,) de las
ondas involucradas. Esta técnica no lineal, la cual fue mas tarde denominada como espectroscopia de
esparcimiento Raman anti-Stokes coherente (CARS), gener6 sefiales de hasta 10° 6rdenes de magnitud
mas fuertes que la espectroscopia Raman anti-Stokes espontanea (Begley, 1974). Debido a la gran
utilidad, ya reconocida para ese entonces, de la espectroscopia Raman no es de sorprenderse que la
técnica CARS vislumbraba muchas aplicaciones en fisica y quimica. Para la década de los noventa, con la
aparicidon de fuentes de pulsos ultracortos, la técnica CARS incursiond con mucho éxito para realizar
microscopia con contraste quimico en células y tejidos. (Ji-Xin Cheng, 2002) (Zumbusch, 1999) para asi

agregar a la biologia celular en la lista de aplicaciones para las técnicas basadas en Raman.

Casi por la misma época en que aparecid CARS, el esparcimiento Raman estimulado (SRS) fue
descubierto en los afios 60’s por Woodbury y Ng (Woodbury, 1962) esto mientras investigaban el
proceso Q-switching en un laser de rubi con una celda Kerr que contenia nitrobenceno. Descubrieron
que habia una componente de la salida del laser a 1345 cm™ desplazada por debajo de la frecuencia del
Iaser. Andlisis posteriores indicaron que dicho desplazamiento de frecuencia correspondia a la frecuencia
vibracional del modo Raman mas intenso de la molécula de nitrobenceno (Boyd, 2008). El esparcimiento
Raman puede verse como un proceso de dos fotones en donde uno es absorbido y el otro es emitido
cuando las moléculas se someten a la transicion desde el estado inicial al final. Los términos “Stokes” y

“anti-Stokes” se refieren a un corrimiento hacia frecuencias mas bajas o altas del fotén esparcido,



respectivamente, con respecto a la frecuencia de los fotones de la luz incidente. Las componentes

“Stokes” tienen érdenes de magnitud mayores comparados con los “anti-Stokes”.

Para el caso de microscopia SRS, ésta surgié como una alternativa a la microscopia CARS, ya que
SRS elimina los problemas de sefial de fondo (background) inherentes en CARS debido a una
contribucién no-resonante. Esto da como resultado un espectro Raman con contribucidn resonante y no
resonante, tipo dispersivo. En contraste, en SRS la polarizacion no-lineal SRS de tercer orden es
directamente heterodina (generacion de nuevas frecuencias mediante la mezcla de dos o mas sefiales en
un material con propiedades no lineales) y amplificada por el haz de entrada con la misma fase y, por
consiguiente, resulta en una nula contribucién no-resonante. Consecuentemente, la forma espectral de
SRS es idéntica a la de Raman espontdaneo permitiendo una comparacién directa en los espectros.
Ademas, la sefial SRS tiene una dependencia lineal a la concentracién quimica, permitiendo un andlisis

cuantitativo (Masters & T. C. So, 2008).

La diferencia en las técnicas SRS y CARS estriba en el método de deteccién. Mientras que SRS es
una configuracién heterodina, esto es, la seial se genera y detecta sobre una de las frecuencias de
excitacion, la sefial CARS es una configuracién homodina, en el que la sefial se detecta a una frecuencia
diferente a las frecuencias de excitacién. Esto conlleva a ciertas ventajas y desventajas de SRS y CARS, las
cuales no seran discutidas en esta tesis, puesto que por lo pronto la principal meta es observar las

sefiales.

1.2 Antecedentes de este trabajo

Previo a este trabajo de tesis, en CICESE se llevd a cabo una investigacién para implementar y
caracterizar la técnica de enfoque espectral utilizando el proceso de generacién de suma de frecuencias
Opticas. Dicha técnica de enfoque espectral es el paso intermedio requerido para desarrollar las técnicas

de micro-espectroscopia 6ptica no lineal de esparcimiento Raman estimulado. (Méndez Pfeiffer, 2014)

El presente trabajo es inspirado por trabajos previos realizados en la Universidad de Cardiff, en
Gales, Reino Unido, donde se demostré experimentalmente la posibilidad de realizar micro-
espectroscopia CARS con alta resolucién espectral, utilizando pulsos laser de femtosegundos como

fuentes de excitacion y chirp lineal, utilizando bloques de vidrios con alta dispersion de velocidad de



grupo, para obtener pulsos en picosegundos (I. Rocha-Mendoza, 2008) y (Wolfgang Langbein, 2009). Este
trabajo busca pues reproducir estos resultados en CICESE con fines de realizar en un futuro cercano

microscopia no lineal Raman.

1.3 Justificacion

La biofoténica es un drea de investigacidon relativamente nueva que ha tenido un gran progreso en tan
solo dos décadas con la introduccién de nuevas técnicas de microscopia no invasivas y no destructivas
con potencial aplicacién en microbiologia y biomedicina, para estudiar dinamicas intracelulares vy
cambios morfoldgicos estructurales en las células y el tejido bioldgico, respectivamente (Prasad, 2003).
Dado que en CICESE se cuenta con un departamento de microbiologia experimental y una unida
biomédica, la incursion en esta rama mediante la implementacidn de técnicas avanzadas de microscopia
justifica el presente trabajo. Con la implementacién de técnicas de espectroscopia Raman coherente se
busca ofrecer a estos departamentos una herramienta que pudiera ser util para complementar sus

respectivas investigaciones.

1.4 Hipdtesis

Mediante el ensanchamiento temporal de pulsos ultracortos en el régimen de femtosegundos al régimen
de picosegundos, utilizando vidrios de alta dispersién de velocidad de grupo, se podran inducir y estudiar
diferentes procesos dpticos no lineales Raman que serdn util para implementar micro-espectroscopia

Raman.



1.5 Objetivos

1.5.1. Objetivo general

* Implementar |a técnica de espectroscopia Raman coherente con chirp lineal inducido.

1.5.2. Objetivos especificos

* Obtener espectros Raman coherentes en soluciones de solventes con espectros Raman
espontdneo conocidos.

* Desarrollar un protocolo experimental para observar las sefiales de Raman coherente.

* Observar sefales de esparcimiento Raman estimulado (SRS) y de esparcimiento Anti-Stokes

Raman Coherente (CARS)



Capitulo 2. Fundamentos Tedricos

En este capitulo se describen en forma breve los conceptos basicos que dan fundamento tedrico de esta
tesis. Se inicia describiendo el proceso de esparcimiento Raman espontdneo haciendo derivaciéon clasica
de este efecto, después se continla con una descripcién general de los procesos 6pticos resultantes de
la mezcla de cuatro ondas en un medio dptico no lineal de tercer orden, tales como el proceso de
esparcimiento Raman anti-Stokes coherente (CARS) y un proceso de esparcimiento Raman estimulado
(SRS). Se describe también el efecto simultaneo de la perdida y ganancia Raman estimulada (SRL y SRG,
respectivamente) que sufren los haces interactuantes, cuando su frecuencia de batido cae en resonancia
con alguna de las frecuencias de vibracidén de las moléculas inmersas en el medio no lineal. Finalmente,
se describe el ensanchamiento temporal de los pulsos utilizando vidrios de alta dispersion de velocidad
de grupo (DVG), con la cual es posible implementar técnicas de enfoque espectral y rendija temporal
para la obtencidon de espectros Raman con alta resolucidon espectral y espectros Raman multiplexados,
respectivamente. Siendo esta ultima la técnica utilizada para la obtencién de los resultados mostrados

en esta tesis.

2.1 Esparcimiento Raman Espontaneo

El efecto Raman se entiende como una modulaciéon de un campo electromagnético inducido por
un campo externo que incide en la nube electrénica de las moléculas que conforman un material
haciéndolas oscilar, el campo resultante exhibe componentes de frecuencias diferentes a la frecuencia
del campo incidente, wp, llamadas Stokes y anti-Stokes, denotadas por wg ¥ wys, respectivamente. Este
desplazamiento en frecuencia se debe a que la energia del campo incidente es esparcida al interactuar
con los modos de energia de vibracidon molecular, wy. La frecuencia incidente puede estar en el rango
del visible o en el infrarrojo cercano del espectro electromagnético (1.5 — 3.7 x 10° THz, o 500 — 1250
nm), mientras que las frecuencias de vibracion molecular estan en el rango infrarrojo medio a lejano (75

—470THz, 04 - 25 um).

La Figura 2 esquematiza el proceso Raman el cual es espontdneo puesto que las condiciones del
medio cambian gradualmente permitiendo al sistema adaptar su configuraciéon de forma adiabatica.
Notese que la frecuencia de la luz fuente excede por mucho las frecuencias de las vibraciones

moleculares, wy < wp, por lo que las moléculas no son capaces de responder instantaneamente al



campo electromagnético. No obstante, los electrones si siguen el campo de oscilacion incidente de
forma adiabatica (Barry R. Masters, Handbook of Biomedical Nonlinear Optical Microscopy, 2008) Visto
desde el punto de vista cuantico, la densidad de probabilidad de estados vibracionales es modificada

durante el proceso.

La frecuencia de los campos Raman en funcién de las frecuencias incidentes y de oscilacion

gueda de la forma
ws, a5 = Wp + wWg (1)

donde la diferencia y suma de frecuencias corresponden a las frecuencias, ws y w 45, respectivamente.
Notese que en el primer caso la molécula absorbe energia y en el segundo la molécula pierde energia

puesto que se encuentra en un estado vibracional excitado.

e ; c)
a) b) £ j

N\ h(wp + wg)
- SR W WA
hwb
,‘/l’\ h Vv y wR -
Nt (wp — wg) 8

Figura 2. Esquema del esparcimiento Raman espontaneo, en donde (A) la luz incidente es esparcida en
componentes Rayleigh (w)), Stokes (ws- wy, - wg) y componentes anti-Stokes (w,s - wy, + wg). (B) Diagrama de energia
del esparcimiento Raman Stokes y (C) Esparcimiento Raman anti-Stokes Coherente (CARS). El nivel de estado base
esta etiquetado como “g”, el nivel vibracional como “v”, y el nivel intermedio como “}”. Lejos de la resonancia
electrdnica, los estados intermedios “j” tienen tiempos indefinidamente cortos de vida y estos deben ser
considerados como estados virtuales. Las flechas rectas corresponden a luz aplicada y las flechas ondulantes
indican radiacidon emitida. Tomada de (Barry R. Masters, Handbook of Biomedical Nonlinear Optical Microscopy,
2008).
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2.1.1 Descripcion clasica del efecto Raman: Oscilador arménico

El fendmeno de esparcimiento Raman puede interpretarse como una variacién espacial de las
moléculas bajo influencia de la luz incidente. El campo electromagnético induce un momento dipolar,
que a su vez radia a su frecuencia de oscilacién. Con el campo aplicado de frecuencia w;, expresado
como E(T) = E(r)e~®bt, el momento del dipolo inducido es (Barry R. Masters, Handbook of

Biomedical Nonlinear Optical Microscopy, 2008):

u(t) = a()E() (2)

Donde a(t) es la polarizabilidad del material. La respuesta Raman sigue de la presencia de los
modos moleculares que afectan la polarizabilidad de la nube electrénica. Para incorporar este efecto, la
polarizabilidad puede ser expresada como una funcién de la coordenada espacial, Q, y expandida al

primer orden en una serie de Taylor (Placzek, 1934)

a(t) = @ +550(1) 3)

Si se asume una simple oscilacién armédnica Q(t) = 2Q,cos(wyt) para el modo, el momento dipolar

eléctrico se expresa como

.U(t) — aoE(r)e—i(L)bt+z_gE(r)Q0{e—i((Db—(Dv)t+e—i((‘)b+wv)t} (4)
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Donde el primer término a la derecha corresponde al esparcimiento Rayleigh de la frecuencia
incidente, wy,. El segundo término describe el esparcimiento Raman de frecuencias Stokes, ws = wy, —

wy, mientras que el tercer término describe el esparcimiento Raman de frecuencias anti-Stokes,
, Jda . .
wys = Wy + wy. Notese en los procesos Raman dependen de que % # 0; es decir, del cambio de la

polarizabilidad a lo largo de Q. Por lo tanto, el esparcimiento Raman ocurre sélo en moléculas para las
cuales el campo aplicado trae consigo un cambio en la polarizabilidad a través del modo molecular. La
condicidn del cambio de polarizabilidad forma las bases de las reglas de seleccion para la espectroscopia
Raman, las cuales dependen de la simetria del modo de la molécula, reglas que no se discutiran en esta

tesis.

La magnitud de la sefial Raman es proporcional al diferencial de esparcimiento de la seccidn
transversal, definido como el cuadrado de la intensidad esparcida dentro del angulo sélido 91}, dividido

por la intensidad incidente:

da|?
Ogif X |a_9 (5)

Por tanto, la intensidad total de la luz Raman esparcida se encuentra entonces integrada en
términos del angulo sdlido y sumando las contribuciones de esparcimiento de todas las N-moléculas

incoherentemente se tiene que

lior = leo'difdQ (6)

donde se observa que la sefial Raman espontdnea es linealmente proporcional tanto a la intensidad de la
luz incidente, I, y como al nimero de moléculas esparcidoras. Este modelo cldsico provee una conexion

empirica entre la seccion transversal del esparcimiento Raman y las intensidades observadas de las
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bandas Raman, pero es incapaz de predecir fuerzas de transicion Raman (Barry R. Masters, Handbook of

Biomedical Nonlinear Optical Microscopy, 2008).

2.2 Mezcla de cuatro ondas en medios no lineales de tercer orden

El término “mezclada de cuatro ondas” (MCO) se reserva usualmente para la interaccidén de
cuatro campos espacial o espectralmente distintos. MCO puede ser usado para ver tanto resonancias de
un fotdn como de dos fotones en un material midiendo las mejoras resonantes cuando una o mas de
estas frecuencias se sintoniza. Sintonizando las frecuencias a multiples resonancias en el material,
secciones cruzadas de estados excitados, tiempos de vida, anchos de linea pueden ser medidos. Otra
ventaja de MCO es que las secciones trasversales Raman pueden ser directamente comparadas
sintonizando las dos diferencias de frecuencias a las dos transiciones Raman que interesen (w; —
w, Y w3 — w,). El MCO también tiene la ventaja de eliminar sefiales de fondo no resonantes presentes
en otros métodos. La principal desventaja del MCO son las complicaciones que hay por traslapar 3 haces

coherentes simultdaneamente mientras se mantiene la condicidon de phase matching (Thiel, 2008).

La Figura 3 esquematiza los procesos Raman que ocurren en una mezcla de cuatro ondas (MCO);
en ella se presentan los 3 procesos observados en éste trabajo de tesis, los cuales son SRG, SRL y CARS.
Dichos procesos se obtienen como sefiales captadas por un espectrofotémetro (espectros). En resumen,
los haces fundamentales de bombeo y Stokes incidirdn sobre la muestra de interés enfocadas gracias al
arreglo de lentes del objetivo de microscopio lo que ocasionard una interaccidon no lineal en las

moléculas de la muestra. La sefial colectada se analizara bajo los criterios de la Tabla 1.
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Cubeta con material )(3
(DMSO, metanol, colageno,
etc.)

MCO wp + wg - wy,

Haces pulsados

..3- .

C\_
*  wp, = bombeo /\% [ //CARS Z(Ub — Wyq
| SRS-G (Ganancia) wq

*  wg = stokes
SRS-L (Pérdida) w),

Objetivo
microscopio

Figura 3. Diagrama de los procesos Raman coherentes y la relativa orientacidn de salida de las sefiales detectada en
distintos métodos de espectroscopia Raman (w}, > ws ¥y W, — ws esta cerca de la resonancia Raman). Tomada de
(Thiel, 2008).

La Tabla 1 resume los efectos mostrados en la Figura 3 en la cual se indica la interaccion no lineal,
la variable experimental, la variable medida y la informacidn obtenida. Por ejemplo, para el proceso de
ganancia Raman (SRG) la interaccién no lineal ocurre en la variable de wg (la de Stokes), en la cual
observaremos un espectro de ganancia en dicha frecuencia y, por ende, veremos informacién relevante
en niveles Raman del espectro. El mismo criterio se aplica para el proceso SRL (pérdida Raman) salvo que
se detectan sefales de pérdidas (destruccidn de fotones en diversas frecuencias del espectro) en la
variable wj (del bombeo). El proceso CARS es una sefial que se puede detectar después de la obtencién
y andlisis de los espectros Raman de ganancia y pérdida. Como se observa, CARS es un proceso que
conlleva una interaccién estimulada en el que su principal ventaja es proporcionar mas informacién de la

muestra analizada, en comparacion con SRG y SRL.
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Tabla 1. Aplicaciones en espectroscopia de mezclado de cuatro ondas (Thiel, 2008).

Interaccion no . . . Informacién
lineal Variable Variable medida obtenida
Niveles Raman,
MCO wWp_W . Susceptibilidades,
b=""b Intensidad en w, uscep :
Wy = Wy + W5 — Wy Ws—wWp tiempos de vida.
SRG
wWg = Wy + Wg — Wy wp Ganancia en wg Niveles Raman
SRL
wWg = Wy + Wg — Wy Ws Pérdidas en wy Niveles Raman

Niveles de energia
CARS . Raman,
Wy Intensidad en w, .
Wy = 2wp — Wg susceptibilidades,
tiempos de vida, etc.

2.2.1 Esparcimiento Raman Anti-Stokes Coherente (CARS)

El esparcimiento Raman anti-Stokes coherente (CARS) en un proceso de mezcla de cuatro ondas
en la cual un haz de bombeo, wy, un haz Stokes, wg, y un haz de prueba, w5, inducen una polarizacién
P® en la muestra. Esta polarizacién inducida da lugar a una radiacién anti-Stokes con una frecuencia

(Michiel Muller, 2007), como se muestra en la Figura 4a:

Wys = Wp + Wpy — wg (7)

Comunmente, se realizan experimentos de manera que las frecuencias de bombeo y prueba

sean degeneradas (energias iguales) obtenidas del mismo laser, de tal manera que

Was = 20p — wg (8)
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Figura 4. a) Esquema de niveles CARS. b) Contribuciones real (Re{xg)},) e imaginaria (Im{){g)},) de la banda
Raman con el ancho de linea de I. Contribuciones del espectro CARS estdn en c) La variacidn espectral de la parte
real e imaginaria de la componente resonante, modelada con una linea Lorentziana simple con I, = 10cm™, y la
componente no resonante y d) Sefial CARS total encontrada al sumar todas las contribuciones dadas en (c). a) y b)
extraidas de (Michiel Muller, 2007). c) y d) de (Barry R. Masters, Handbook of Biomedical Nonlinear Optical
Microscopy, 2008).

La intensidad de la sefial CARS es proporcional al médulo cuadrado de la polarizacidn inducida

Icars « |P®)? (9)
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Donde la magnitud de P® es determinada por la fuerza del campo E de los campos de

excitacion y la susceptibilidad dptica no lineal del material )((3), la cual estd compuesta por una

(3 (3 ;
componente resonante, yp ~ Yy otra no resonante, y, respectivamente. Entonces

P® = () + xS EpEpE: (10)

En ausencia de resonancias electrdnicas implicitas en la componente no resonante, tanto CARS
como Raman espontdneo proveen, en principio, la misma informacién. El esparcimiento Raman

espontaneo estd, de hecho, muy relacionado con la parte imaginaria de la susceptibilidad no lineal,

Im{)(l(f)}. Sin embargo, la forma espectral CARS difiere de la forma espectral del Raman espontdneo
debido a la interferencia entre las contribuciones real e imaginaria de la susceptibilidad no lineal. Esto se
puede entender de la expresion compleja para la parte resonante de la susceptibilidad no lineal de tercer

orden la cual esta dada por

X = Zjﬂj_(+ = Re{)(;(zg)} + Im{)(g’)} (11)

—wg)—ilj

La cual es una sumatoria compleja sobre todas las resonancias vibracionales-j involucradas, con
eigen-frecuencias (}j, fuerzas osciladoras Rj, y anchos de linea I'j. Si uno separa la parte real y la parte
imaginaria de esta expresion se dara cuenta que la parte real tiene una forma lineal dispersiva, mientras
que la parte imaginaria, la cual refleja las lineas de Raman espontaneo, tiene una forma Lorentziana

(como se muestra en la Figura 4b).

Entonces, la forma del espectro CARS es el resultado de la suma coherente de ambas componentes

resonantes y no resonantes (Figura 4c)
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Icaps X XR(3) + XNR(3)|2 = |)(R(3)|2 + ZXNR(S)Re{XR(3)} + |XNR(3)|2 (12)

De aqui que los espectros CARS tipicamente muestran una forma lineal dispersiva. Esto se puede
ver en la Figura 4d, comparada al espectro Raman espontaneo, las resonancias vibracionales CARS

exhiben corrimientos de frecuencias en el pico de amplitud relativo (Michiel Muller, 2007).

Para microscopia CARS la contribucién no resonante puede, a veces, ser problematico, ya que
para resonancias vibracionales débiles, el background puede alcanzarlo o, bien, dominarlo. En muestras
bioldgicas, como por ejemplo células, las concentraciones moleculares en sus estructuras internas es
usualmente baja para inducir CARS, mientras que el fondo no resonante de la acuosidad circundante
esta generalmente en todas partes. Por lo tanto, suprimir la contribucidn no resonante es esencial en
ciertas aplicaciones. Pero, por otro lado, cuando las concentraciones moleculares son tales que ofrecen
una senal CARS resonante eficiente, como por ejemplo lipidos o estructuras vesiculares, la sefial no
resonante resulta un buen medio de contraste para distinguir el fondo acuoso de una célula (Barry R.

Masters, Handbook of Biomedical Nonlinear Optical Microscopy, 2008).

777 b

0 X (um) 30

Rango CARS

2800 2900 3000
Numero de onda [cm’l]

Figura 5. a) Célula Hela mostrando sefial resonante en los lipidos (vibraciones CH,) y proteinas del nucleo
(vibraciones CH3), mientras que la sefial no resonante hace visible la periferia de la célula. B) Espectro CARS en
célula HelLa mostrando la contribucidn resonante y no-resonante. Tomada de (Rocha-Mendoza, Langbein, & Borri,
2009).
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2.2.2 Esparcimiento Raman Estimulado

En afios recientes, la microscopia de esparcimiento Raman estimulado (SRS) ha emergido como
una alternativa a la microscopia CARS ya que SRS elimina los problemas de fondo no-resonante porque la
polarizacidn no-lineal SRS de tercer orden es directamente heterodina y amplificada por el haz de
entrada con la misma fase y, por consiguiente, resultando en una nula contribucién no-resonante.
Consecuentemente, la forma espectral de SRS es idéntica a la de Raman espontaneo permitiendo una

comparacioén directa (Dan Fu, 2013).

Para obtener informacién de una banda Raman diferente, uno de los laseres tiene que ser
sintonizado en una longitud de onda distinta, lo cual tipicamente involucra un cambio en la longitud de la

cavidad, un cambio en la temperatura del cristal o ambos casos (Dan Fu, 2013).

El caso mdas comun de espectroscopia SRS usa pulsos de picosegundos sincronizados, donde la
resolucidn espectroscépica es determinada por el ancho de banda de ambos haces de picosegundos. Si
se usan pulsos limitados en transformada se obtienen sefiales con mayor intensidad, pero con resolucion
espectral reducida (Potma & Mukamel, 2012). Para resolver el problema de resolucion espectral angosta
y ancho de banda espectral grande, se ha desarrollado una técnica de excitacidon por pulsos con chirp,

también conocida como “enfoque espectral” (Hellere T, 2004) (Dan Fu, 2013).

El fundamento tedrico para SRS y CARS es muy similar. Cuando los dos pulsos de entrada son
pulsos gaussianos en femtosegundos linealmente con “chirp” (por simplicidad, el mismo “chirp” y los
parametros de ancho de banda son asumidos para ambos pulsos), podemos expresar el campo eléctrico

de entrada como (Dan Fu, 2013):

Alei(klz—w1t+w1to) Alei(kzz—wzt)

E = + —z T C.C. (13)
e

T JTe—(t-t0)2/2% g=ib(t=tg)2 | \[7o—t%/272

Donde 4, k, w,T,ty y b representan, respectivamente, la amplitud, el vector de onda, nimero de
onda, duracién del pulso, retraso entre pulsos, y el “chirp” de los pulsos en propagacion. La eficiencia de

excitacion de ambos pulsos con “chirp” es equivalente a dos pulsos en picosegundos de banda angosta
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limitada en transformada con las mismas duraciones de pulso. La relacién entre el parametro de “chirp”,

b, la duracidn del pulso con “chirp”, At, y el ancho de banda del pulso con “chirp”, AA, es (Dan Fu, 2013):

_ TcAA\ 2 _ 4(In2)2
b= \/ (AZAT) At# (14)

Mas importante, el retraso entre el pulso de bombeo y Stokes afectan con un cambio en la

frecuencia de oscilacién Raman desde wy, — ws a wj, — ws — 2bt.
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Figura 6. Principio de SRS, a) Diagrama de energia de SRS. Si la diferencia de frecuencias del Bombeo y Stokes es
resonante con la vibracién molecular, SRS ocurrird y una molécula de la muestra se excita desde su estado base a
uno vibracional. b) como resultado, un fotén del bombeo del campo de excitacion es aniquilado (SRL, Pérdida de
Raman Estimulado) y un fotén de Stokes es creado (SRG, Ganancia de Raman Estimulado) como requerimiento de
la conservacion de la energia. Tomada de (Christian W. Freudiger, 2011).

Hablando en general del esparcimiento Raman coherente (CRS), la muestra se excita
coherentemente con dos laseres, uno a la frecuencia de bombeo y el otro a la frecuencia de Stokes.

Cuando su diferencia de frecuencias empata una vibracién molecular de la misma frecuencia que Q,
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ocurren los efectos de CARS y SRS debido a la interaccién no lineal de las moléculas con los pulsos del
laser (ver Figura 2b,c y Figura 6a). En SRS, un fotén de bombeo es convertido a un fotén de Stokes
cuando la molécula es excitada desde un estado vibracional base a un primer estado vibracional
excitado, lo que resulta en una pérdida de intensidad Al, del haz de bombeo, y una ganancia de
intensidad Als del haz de Stokes (ver Figura 6b). A diferencia del CARS, el fendmeno SRS no sufre de
sefales no-resonantes de background y los espectros de SRS son idénticos a los vistos en el
esparcimiento Raman espontaneo, permitiendo un mejor reconocimiento de sefales basdndose en

literatura Raman (Christian W. Freudiger, 2011).

2.2.3 Pérdidas y ganancias en el proceso del esparcimiento Raman estimulado
(SR-L y SR-G)

En la implementacion original de Espectroscopia SRS, se usan haces laser de banda angosta
(pulsos limitados en transformada) para excitar un solo modo vibracional Raman como se aprecia en la
Figura 7a. Sin embargo, otros modos vibracionales de la misma muestra no fueron excitados. Entonces,
esta aproximacidon no aprovecha las ventajas de la especificidad del esparcimiento Raman coherente y

falla en detectar moléculas con bandas Raman traslapadas (Christian W. Freudiger, 2011).

En lugar de usar dos pulsos estrechos, se usa un pulso de bombeo con un ancho de banda amplio y un
haz de Stokes con banda estrecha, de tal manera que un rango espectral amplio de frecuencias
vibracionales pueda ser excitado simultdneamente, tal como se muestra en la Figura 7b (Christian W.

Freudiger, 2011).
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a Excitacion SRS en banda angosta (monocromatico)
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Figura 7. a) Excitaciéon de banda angosta. Pulsos laser de banda estrecha a frecuencia de bombeo w, y Stokes w,
excitan una simple vibracidn molecular Q. La SRL o SRG resultante de la intensidad del bombeo o Stokes se mide. b)
Excitacion multiple. EI haz de bombeo es ensanchado para excitar simultdneamente multiples vibraciones
moleculares Q; de la muestra. Una componente espectral I,; con frecuencia w,; experimenta una pérdida de
intensidad Alp,i cuando su diferencia de frecuencias con el haz Stokes de banda estrecha Awi = w,; — w, empata a
;. La ganancia de intensidad total del haz de Stokes Al; = >Al;; se origina de la SRS de todas las vibraciones
moleculares de la muestra. La micro-espectroscopia se realiza por dispersar la sefial de bombeo transmitido dentro
de un detector de multiples elementos y midiendo la Al ;individual. Tomada de (Christian W. Freudiger, 2011).

Para llevar a cabo la medicidn de las sefiales SRG y SRL, éstas son medidas en frecuencias
similares a las del campo incidente (wp ¥ ws). Aunque todas las sefiales de Esparcimiento Raman
Coherente (CRS) derivan de la misma interaccion Raman con la molécula, hay diferencias con respecto a
la sefial CARS que también se colecta, tales como la intensidad de la excitacidén y la concentracion de las

moléculas en la muestra (Alba Alfonso-Garcia, 2014)

La sefial SRL se detecta en la frecuencia dptica wy, la cual es una frecuencia igual a la del laser de
bombeo (sefial pulsada del Ti:Za). Debido a que CRS es coherente, hay una relacién de fase entre esta
radiacion CRS y la sefial de bombeo (incidente). En consecuencia, la sefal SRL es detectada como la

interferencia entre el haz de bombeo y la respuesta CRS (Alba Alfonso-Garcia, 2014).
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2.3 Dispersion de velocidad de grupo de un material

El fendmeno de dispersidn dptica es la separacidén de las ondas de distinta frecuencia (o longitud
de onda) que compone un haz de luz al atravesar un material. Tal separacién se debe a que la velocidad
de cada onda, o velocidad de fase, es diferente para cada frecuencia éptica. Todos los medios materiales
son dispersivos, y la dispersion afecta a todas las ondas. Cuando la luz blanca (compuesta por todas las
frecuencias del espectro visible) pasa a través de un bloque de vidrio, las diferentes longitudes de onda
son refractadas (desviadas) si las superficies del bloque no son paralelas, como en un prisma, por
ejemplo; donde la luz azul se desvia mas que la luz roja. En contraste, cuando la luz blanca incide normal
a la superficie de un bloque de vidrio (de caras paralelas), las longitudes de onda sélo se separan unas de
otras por la diferente velocidad de fase en el medio, en donde viajan mas rapido las longitudes de onda
mayores (de menor frecuencia o energia); esto es, las ondas de color rojo viajan mas rapido que las de

color azul.

Matematicamente, la velocidad de fase, la velocidad de grupo y la dispersion de velocidad de grupo se
pueden deducir desarrollando en una serie de Taylor de la constante de propagacién, k(w), alrededor

de la frecuencia central del paquete de ondas (pulsos ultracortos en nuestro caso) de la forma:

k(w) = k0+k’><(w—a)o)+%k”x(w—a)o)+~--, (15)

donde w es la frecuencia central dada en radianes por segundo y los términos k., k', k'’ estan dados

por las expresiones:

Wo

vg(wo)’

ko = k(w)la):a)o = (16)

, _ dk 1

wlp=w, vg(wo)

(17)

QU
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2
wW=wo

La expresidn (16) relaciona la constante de propagacion con la velocidad de fase vg(w) que
corresponde a la velocidad con la que se mueven las oscilaciones de cada frecuencia w dentro del pulso.
La expresion (17) es el cambio de la constante de propagacién con respecto a la frecuencia y es
inversamente proporcional a la velocidad de grupo, v,;(w) que, a diferencia de la velocidad de fase,
define la velocidad a la que viaja la envolvente del pulso. Finalmente, la expresion (18), describe la
dispersion de velocidad de grupo, la cual nos dice que la velocidad de grupo no es la misma para todas
las frecuencias contenidas en el pulso, lo que causa que la forma su envolvente cambie cuando

interactUa con materiales dispersivos.

2.4 Ensanchamiento de pulsos ultracortos

Un pulso ultracorto estd compuesto por un paquete de ondas de diferente frecuencia, por lo que
sufre dispersion. Notese que un pulso viaja en su conjunto a una velocidad especifica pero cada
frecuencia dptica que contiene el pulso viaja a una velocidad diferente. Esto es el pulso en su conjunto se
mueve una velocidad conocida como la velocidad de grupo mientras que cada onda tiene una velocidad
de fase. El efecto de dispersidon se puede acentuar cuando el medio material tiene una dispersion de
velocidad de grupo grande; esto es, cuando el cambio la velocidad de grupo es funcion también de las
frecuencias. Para los pulsos ultracortos este efecto puede ser nocivo puesto que la dispersidn separa las
componentes de su espectro y como consecuencia el pulso sufre un ensanchamiento temporal, tal y
como se explicara mas adelante, aunque para otros fines, como el que se persigue en este trabajo, este
proceso de separacion temporal en las frecuencias es de hecho benéfico siempre y cuando se tenga un

buen control sobre él.

La Figura 8 esquematiza el ensanchamiento temporal de un pulso que se propaga una distancia, z, a
través de un vidrio de alta DVG de longitud L, se puede apreciar que el pulso inicialmente corto de
duracién t, se hace mas ancho 7(z =L) y también cdmo el contenido de frecuencias no cambia,

simplemente se modula la frecuencia instantanea linealmente a lo largo del tiempo.
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Figura 8. Esquema de ensanchamiento temporal por vidrio de alta DVG. a), pulso ultra corto con su contenido de
frecuencias modulado en un tiempo Ty. b), pulso ensanchado temporalmente con su frecuencia instantanea
modulada en tiempo t;. Tomada de (Méndez Pfeiffer, 2014).

El ancho del pulso puede calcularse con la expresion del ensanchamiento temporal dada por (L.

Rocha-Mendoza, 2008) y (Méndez Pfeiffer, 2014):

1(2) = TO\/]. + (‘”ni#)z, (19)

0

igualmente, el pardmetro S (o simplemente el pardmetro del chirp), se puede calcular con la expresion

del parametro chirp dada por

B(z) = 8(In2)?|k"|zt5%1 2 (20)
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Ambas ecuaciones (19 y 20) son funcién del ancho inicial del pulso T, la distancia z y la dispersion
de velocidad de grupo (DVG) del material k", dada en la ecuacion (4), la cual se puede reescribir en

términos de la longitud de onda, 4 = 2nn(4)c/w, para obtener

w A3 d?n
T 2mc? da?’

(21)

donde c es la velocidad de la luz y n es el indice de refraccién del material dependiente de la longitud de
onda. La expresién (21) se puede estimar numéricamente conociendo el material y calculando el indice

de refraccién en funcién de las longitudes de onda con la expresién de Sellmeier,

9 _ B1A? ByA? B3?
D=1+t e Yy

(22)

donde Bj, y C;, con j=1,2,3 , son parametros que dependen del material y se encuentran

documentados.
Una vez calculada la dispersion de velocidad de grupo, es posible estimar el ensanchamiento

temporal y, a su vez, estimar el parametro chirp, para finalmente conocer la modulaciéon temporal

inducida mediante la ecuacion de la frecuencia instantanea:

Winst = Wo + 2Pt (23)
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2.4.1 Enfoque espectral y rendija temporal

Para explicar el enfoque espectral hara una analogia con el enfoque de una fuente de luz. La
Figura 9a) (Méndez Pfeiffer, 2014) esquematiza cémo un haz de luz no enfocado, de didmetro mayor que
el tamafio del objeto, no puede resolver los detalles finos del objeto, mientras que si se utiliza una lente
(o un objetivo de microscopio) la luz se enfocara y se podran resolver los detalles mas pequerios del
objeto. De manera similar puede pensarse que para obtener resolucién espectral necesitamos también
alguna técnica optica que lo lleve a cabo. La Figura 9c) muestra un espectro Raman de alguna muestra de
interés y la envolvente gaussiana del campo eléctrico resultante de la interaccion de dos pulsos
ultracortos sin chirp. Debido al gran contenido espectral viajando en fase de cada uno de los pulsos, su
interaccion hara oscilar diferentes frecuencias Raman del espectro al mismo tiempo y no habra
resolucidn espectral. Sin embargo, tal y como se argumentd arriba, si mediante alguna técnica dptica es
posible hacer que la interaccién de los pulsos “enfoque” el contenido de frecuencias de los pulsos para
excitar una sola banda Raman, existira resolucidn espectral, tal y como se esquematiza en la Figura 9b) y
d). En este caso, el instrumento 6ptico para enfocar el espectro consiste en la técnica de enfoque
espectral; la cual se logra mediante la igualacién del chirp de ambos pulsos, tal y como se describe mas

adelante en la Figura 10.

a) b)
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Figura 9. Al aplicar la técnica de enfoque espectral, se tiene mayor resolucidn espectral en las bandas Raman, asi

como en microscopia con un mayor enfoque, se tiene una mayor resolucidn espacial. Tomada de (Méndez Pfeiffer,
2014).
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Figura 10. Interaccion de pulsos de bombeo y Stokes sin chirp (a) resulta en un espectro multiple, es decir, sin
resolucidon espectral; cuando el ancho de los pulsos es igual (b) la DFI es constante y existe resolucion espectral; y
cuando la cantidad de chirp es mayor en el haz de bombeo el haz Stokes funciona como una rendija temporal
dando como resultado un espectro multiple.

La Figura 10 esquematiza tres casos particulares de la interaccidn de los pulsos de bombeo y

Stokes, por medio de su frecuencia instantdnea

wps = Wposo + 2PpsTps, (24)

donde T y f , son el ancho temporal y el parametro chirp, respectivamente, mientras que los
subindices, P, S, indican bombeo y Stokes. Notese que se trata de una ecuacion lineal y fisicamente
indica una distribucion lineal del contenido espectral a lo largo del ancho temporal, donde wpg 5o Son las

frecuencias centrales de los pulsos y los pardmentros del chirp es la pendiente de la ecuacion.

En el primer caso, Figura 10a), los pulsos estan limitados en transformada; esto es, los haces no

presentan chirp, Bs = Bp = 0y su ancho temporal es minimo ya que el producto del ancho temporal con
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el ancho espectral es el minimo posible, segun la relaciéon T X Aw < 0.22/m . En este caso la interaccion

resultante en la diferencia de frecuencia instantanea es

Y Awy ;= N (wp — X ws)), (25)

donde M y N son el total de frecuencias dentro del ancho de banda del pulso de bombeo y Stokes,
respectivamente. El resultado de la diferencia de frecuencias interferencial resulta en excitacién multiple
de modos vibracionales debido a la interaccidn cada una las i-ésimas frecuencias de bombeo con todas
las j-ésimas frecuencias Stokes contenidos en los espectros, excitando un total de MN posibles

oscilaciones, respectivamente.

En el segundo caso, Figura 10b), ambos pulsos presentan el mismo chirp, s = fp # 0, teniendo
el mismo ancho temporal, 7. Aqui la interaccidn resultante en la diferencia de frecuencia instantanea es

constante de la forma

Aw = (wpg — ws0)+2(Bp — Bs)T=(Wpo — Wso)- (26)

Puesto que la DFI es constante igual a la diferencia de las frecuencias centrales se dice que existe

enfoque espectral; ya que la DFI es la misma en todo el tiempo excitando una sola frecuencia.

El tercer caso, mostrado en la Figura 10c) es cuando el chirp de los pulsos es diferente tal que
Bp > Bs. En este caso podemos considerar que el haz de bombeo sigue estando limitado en
transformada (Sp = 0) por lo que 7p <K 75, quedando la diferencia de frecuencias instantdnea de la

forma
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Y Aw; = X (wpi — (wso + 2B5Ts)), (27)

lo cual resulta también en excitacién multiple, pero en este caso todas las i-ésimas frecuencias del haz
de bombeo interactian con una pequefia fraccién de las frecuencias Stokes. Puesto que 7p < T, las
diferencias de frecuencias dependen de la seccion de interaccién tp en dentro del ancho temporal 7,

actuando entonces el haz de bombeo como una rendija temporal de interaccién.
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Capitulo 3. Materiales y métodos

En éste capitulo se describen los materiales y métodos de la presente tesis. Se inicia describiendo
las caracteristicas de los materiales utilizados en los experimentos, tales como los bloques de vidrio
dispersivo para generar el chirp y las muestras utilizadas para la obtencién de los espectros Raman las
cuales son dos soluciones solventes tales como dimetilsolféxido (DMSO) y metanol, asi como
poliestireno. Al final del capitulo se describen los arreglos experimentales empleados para obtener la

sefial Raman coherente (SRS y CARS).

3.1 Materiales

3.1.1 Vidrios dispersivos

La dispersion de velocidad de grupo en materiales transparentes se determina por el nUmero de

Abbe (Optics.inc, 2014)

_ np-1 (28)

ng—nc

donde np, N y n¢ son los indices de refraccidn del material a las respectivas longitudes de onda de las
lineas de Fraunhofer denominadas F (para 486.1 nm), D (para 587.6 nm) y C (para 656.3 nm),
respectivamente. Dado que la diferencia (ngp — n¢) dicta la dispersién del material en la ecuacidn (28) se
puede ver que menor nimero de Abbe mayor DVG del vidrio. La clasificacién de los materiales se
muestra en la Figura 11 (SCHOTT.inc, 2014) donde las coordenadas (x,y) corresponden al niumero de
Abbe e indice de refraccion, respectivamente, por lo que cada material esta representado por un punto

dentro de la grafica (ver Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de Abbe para la dispersién de vidrios introducido por primera vez por la compafia SCHOTT en
1923: Se muestran los numeros Abbe y el indice de refraccion en diferentes tipos de vidrios. Tomada de
(SCHOTT.inc, 2014).

Con el fin de ensanchar los pulsos laser de una manera controlada, en este trabajo de tesis se
utilizaron barras de vidrio (“blocks”) SF57 con seccidn transversal de 1x1cm? y diferentes longitudes (2, 4
y 8 cm) como las mostradas en la Figura 12. De la Figura 11 se observa que este vidrio posee un indice de
refraccion de 1.847 (a 530 nm) y un niumero Abbe bajo de aproximadamente 23.8. Comparado con el
vidrio BK7, utilizado tipicamente en la fabricacién de lentes, cuyo indice de refraccién es de 1.517 y

numero de Abbe de 59.5, el SF57 ofrece una mayor dispersién de velocidad de grupo.
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Figura 12. Juego de tres barras de vidrio SF57 fabricadas en CICESE, con superficies de entrada y salida de 1xlem’ y

longitudes de 20mm y 38.5mm utilizadas en el experimento.

3.1.2 Muestras

Para los experimentos se utilizaron dos soluciones solventes: DMSO (Dimetilsulféxido) y un par

de muestras soélidas: el poliestireno y fibras de coldgeno. Como se podra ver mas adelante en la seccién

de resultados, todas ellas muestran bandas Raman intensas que caen en un rango especifico de

frecuencias de vibracién molecular (180-1800cm™), mismo que puede ser excitado coherentemente

mediante la frecuencia de batido de los haces de bombeo y Stokes utilizados en los experimentos.

Tabla 2. Muestras utilizadas el presente trabajo de tesis.

MUESTRA DMSO METANOL COLAGENO POLIESTIRENO
(DIMETILSULFOXIDO)
FASE Liquida Liquida Sélida Sélida
(fibrosa)
PROPIEDAD OPTICA Transparente Transparente Traslucida-Difusa Transparente
PREPARACION Cubeta de cuarzo Cubeta de Inmersa en agar  Oblea de 0.5mm
cuarzo al 1% de espesor
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La Tabla 2 enlista las muestras utilizadas, su fase (liquidas/sélida), propiedad dptica general y
preparacidon. Para montar las soluciones en el arreglo éptico se utilizé una cubeta de cuarzo. La muestra
de colageno consistié en fibras de coldgeno extraidas de colas de ratén las cuales fueron inmersas en gel
de agar al 1% con la finalidad de sostener verticalmente la fibra de colageno. Mientras que la oblea de

poliestireno Unicamente se fijé en una montura dptica de espejo.

3.2. Equipo Principal

3.2.1 Oscilador Titanio:Zafiro

El equipo principal en esta tesis es un oscilador Idser de Titanio:Zafiro que emite pulsos ultra
cortos por amarre de modos (KML, modelo GRIFFIN). La potencia promedio medida a la salida del
oscilador en modo de oscilacién es de 250 mW, emitiendo pulsos ultracortos de 120 fs de duracidn, con
una frecuencia de repeticién de 82 MHz, un ancho espectral de 110 nm aproximadamente, que cubre un
rango de longitudes de onda de 740 nm a 850 nm. Para poder operar el oscilador éste debe ser
bombeado dpticamente con un laser de estado sélido bombeado por diodo (Laser Quantum, Opus532)

de 6W y 532 nm de longitud de onda.

Este rango espectral ancho se aprovecha para dividirlo épticamente y con ello obtener los dos
haces, de bombeo y Stokes, necesarios para excitar coherentemente rangos vibracionales en las

muestras a utilizar.

3.2.2 Espectrofotometro

Los espectros laser fueron medidos utilizando un espectrofotometro Stellarnet Black Comet
modelo BLK-C-SR con un rango de medicién de 380 a 1000 nm, detector CCD de 2048 pixeles, resolucion
de 0.75 nm y rango dindmico 2000:1 (Stellarnet, 2014). La alta sensibilidad del equipo es la adecuada

para capturar espectros con muy baja intensidad (recordando que las sefiales Raman son muy débiles).
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3.2.3 Platina de traslacion micrométrica

Para el traslape espacio-temporal de pulsos ultracortos de bombeo y Stokes se utilizé una platina
de traslacion micrométrica (Newport, Universal Motion Driver ESP300). Este equipo posee un
controlador auténomo avanzado con motores integrados alimentados por DC; tiene capacidades de
movimiento programado y funciones digitales de I/O (entrada y salida). Si el ancho temporal de los
pulsos es de 1ps el espacio que ocupa es de aproximadamente 30 um. Esta platina tiene funciones de
traslacién con rangos de velocidades desde 1um/s hasta Imm/s, pudiendo moverse en pasos de 1, 10 o

100 um con excelente precisién.

3.2.4 Microscopio Raman (Olympus BX41 y laser Dimension-P2 Raman)

Para tener una referencia de dénde existian las bandas Raman en las muestras aqui utilizaron, se
tomaron espectros utilizando un equipo micro-Raman comercial (Lambda Solutions, BX41 con laser
Dimension-P2 Raman). El cual consta de un laser de onda continua con longitud de onda en 532 nm
acoplado a un microscopio vertical (upright) incidiendo en modo de trasmision y colectando la sefal en
reflexion; es decir, el mismo objetivo que enfoca es utilizado para colectar la sefial Raman. La sefal
Raman regresa por el mismo camino dptico de la fuente laser y es separada con un espejo dicroico que
refleja solamente sefiales Raman, longitudes de onda > 532nm, seguidos de un filtro Notch 532nm para
eliminar sefiales espurias de la fuente de excitacién y finalmente enviar la sefial Raman a un

espectrometro para graficar sus componentes espectrales.

3.3 Métodos de medicion

3.3.1 Auto-correlacion

Ya que no existe foto-detector alguno que sea tan rapido como para una medir directamente la
duracién de un pulso ultracorto (10 o 10-"*segundos), la medicién debe hacerse indirectamente. Para
ello se utilizan instrumentos llamados auto-correladores los cuales trabajan bajo un esquema de

interferdmetro de Michelson. La Figura 13 muestra el esquema del auto-correlador construido en el
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laboratorio de dptica de CICESE (Garcia Arthur, 2003). Una explicacion detallada y practica se puede
encontrar en la tesis previa a este trabajo de Méndez Pfiffer (Méndez Pfeiffer, 2014), misma que aqui se

describe brevemente.

Los pulsos se recombinan haciéndolos interferir en un medio no lineal. EIl campo de ambos
pulsos se traslapa en un material semiconductor de un fotodiodo induciendo un proceso éptico no lineal
conocido como un proceso absorcién de dos fotones. Dicha absorcidon se traduce en una senal de
corriente que se mide en un osciloscopio marca Tektronix modelo TDS 2024C con frecuencia de
muestreo de hasta 200 MHz a 200 GHz por segundo. Graficando entonces la intensidad del proceso no
lineal, debido al campo de la interferencia de los pulsos, como funcién del desfasamiento entre ellos.
Esto da como resultado una traza de intensidad contra tiempo de traslape obteniendo asi lo que se

conoce como traza de auto-correlacion.

Espejo movil
/ Circ.uito
oscilador
,_-_-_-_-; Osciloscopio
s J.' I'L ‘\Es pejo fijo
/ > O OO0
Retardoib___:_?: | Circuito
amplificador

Espejo curvo

Figura 13. Esquema del auto-correlador por absorcién de dos fotones en un LED. Tomada de (Garcia Arthur, 2003).

3.4 Arreglo experimental

La Figura 14 muestra el arreglo utilizado para la obtencién de las sefiales de Raman Coherente.

Para explicar su funcionamiento se puede dividir en tres etapas:

= La primera etapa consiste en la obtencidn de los haces de bombeo y Stokes mediante la divisidn

del contenido espectral de los pulsos.
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= la segunda etapa consiste en el ensanchamiento de pulsos. Esta etapa se subdivide en dos
configuraciones experimentales: la configuracién de rendija temporal y la configuracién de

enfoque espectral.

= la tercera etapa consiste en la generacidn y deteccion de los procesos Raman coherentes por

medio de la mezcla de ondas.

3.4.1. Obtencidon de haces de bombeo y Stokes

El arreglo experimental empieza con el tren de pulsos ultra cortos emitidos por el laser de
Titanio:Zafiro. En los experimentos la potencia de salida, la frecuencia de repeticién y el ancho temporal
son de 250mw, 76 MHz y 120fs, respectivamente. El ancho espectral tipico a la salida del oscilador se
muestra en el espectro de la derecha insertado en la Figura 14. El haz de luz de estos pulsos es guiado
por espejos hacia un cubo polarizador, PBS (PBS102, Thorlabs) cuya caracteristica principal es transmitir
luz con polarizacidn p (lineal horizontal) y reflejar luz con polarizacién § (lineal vertical). De alli que el uso
de una placa retardadora acromatica de A/2 (AHWPO5M-980, Thorlabs) antes de incidir sobre el cubo
polarizador sirve por un lado para controlar una trasmisiéon eficiente de la potencia del haz y, por otro

lado, para variar la potencia en el experimento siguiendo la ley de Malus.

Posteriormente, el haz pasa por una placa retardadora acromdatica A/4 (AQWPO5M-980,
Thorlabs) cuyo fin es transformar la luz a polarizacién circular, para continuar su camino hacia un filtro
dicroico DBS modelo DMSP805. Este filtro separara el contenido espectral del haz exactamente a 800nm
tal y como se aprecia en los espectros en la parte superior derecha de la Figura 14. Con esto se generan
dos haces, uno por cada brazo del interferdmetro, uno con un espectro que va de 750nm a 780nm,
aproximadamente, el cual se denomina haz de bombeo, y otro espectro que va de 800nm a 850 nm,
aproximadamente, denominado haz Stokes. Notese que la division espectral se da en dos pasos
realmente, ya que los haces son reflejados hacia el DBS nuevamente. Para traslapar ambos haces

espacial y temporalmente, el espejo que refleja el haz Stokes se monta sobre la platina traslacional.
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3.4.2. Ensanchamiento de pulsos: Configuracion de Rendija Temporal

Esta configuracidn consiste en ensanchar temporalmente sélo uno de los dos haces excitantes.
Idealmente se ensancha Unicamente el haz de Stokes, sin embargo, debido que existen otros elementos
dispersivos en el arreglo experimental, se busca tener la condicién 5, << Bs (ver Figura 10). Para lograr
esto, volviendo al arreglo experimental, se coloca un bloque vidrio dispersivo SF57 de 4cm, justo después
de ser reflejado el haz Stokes del DBS (ver Figura 14), y al ser reflejado por el espejo vuelve a pasar por el
mismo bloque para producir ensanchamiento temporal a lo largo de 8cm de vidrio dispersivo. La
finalidad de colocar el vidrio en un solo brazo es inducir una diferencia de frecuencias multiple, en donde
una sola componente de frecuencia Stokes, wg, interactie con todas las n-frecuencias del haz de
bombeo, wy, ,, de modo que se exciten n- diferencias de frecuencias de la forma w,,; = ZZ:O Wpx —
ws. El esquema de esta diferencia fue descrito en la Figura 10c y recibe el nombre de “rendija temporal”

puesto que el haz “sin chirp” (o con menor chirp) funciona como una rendija que escanea diferentes

frecuencias Stokes segun sean traslapados dentro del haz con mayor ancho temporal.

Realizado el ajuste en el arreglo, se procedié a la colocacidn de las muestras de interés entre el
juego de objetivos de microscopio con el fin de que los haces traslapados atraviesen la muestra estando
enfocados con ayuda del objetivo OBJ 1. La funcidon del objetivo OBJ 2 es la de colimar el haz

nuevamente para facilitar la coleccién, en transmisién, usando un espectrofotémetro.
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Figura 14. Arreglo experimental.

3.4.3. Ensanchamiento de pulsos: Configuracion para Enfoque Espectral

Esta configuracidon consiste en ensanchar temporalmente dos haces excitantes. Se busca que
ambos tengan la misma cantidad de chirp, 8, = s, lo cual se logra calculando la razén de las longitudes
de vidrio Lg/Lp ~ 1.3 seglin (Rocha-Mendoza, Langbein, & Borri, Coherent anti-Stokes Raman
microspectroscopy using spectral focusing with glass dispersion, 2008). Para lograr esto es necesario
agregar mas bloques al arreglo experimental, estos se esquematizan en la Figura 14 justo antes de ser
divididos los haces (antes del DBS). Debido a que existe una reflexién debe considerarse en esta razoén el
doble de la longitud segun la cantidad de vidrio que se obtenga, en este experimento por ejemplo se
empleé una longitud total de 17.35 cm para el haz Stokes y 17.5 cm para el haz de bombeo
respectivamente. Como ya se ha mencionado, la finalidad introducir el mismo chirp en ambos haces es
que al momento en que se traslapen tengan una diferencia de frecuencias constante, pero dependiente

del tiempo, esto se puede deducir de la Figura 10b.
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3.4.4 Obtencion de espectros CARS / Raman Coherente

Una vez que se obtienen los haces de bombeo y Stokes y se induce el respectivo
ensanchamiento temporal, segin sea el caso, éstos son reflejados nuevamente hacia el cubo
polarizador, CBS, pasando previamente por la placa retardadora acromatica A/4 para transformar la
polarizacidn circular en polarizacién lineal vertical S y con ello poder reflejar eficientemente los hace
hacia el juego de objetivos de microscopio. Aqui la funcién del primer objetivo es enfocar los haces de
bombeo y Stokes en la muestra para inducir la mezcla de ondas y con ello los procesos Raman. El

segundo objetivo, colecta las sefiales generadas y se envian a al espectrofotémetro.

Usando la placa micrométrica traslacional, sobre la cual estd montado el espejo del brazo-Stokes,
se inicia un movimiento fino y constante en pasos de 30 um/seg. La placa tiene la capacidad de moverse
en un plano, hacia atrds o adelante segun se desee. Desde una posicién inicial de cero, se traslada el
espejo hacia una posicién deseada lo que provocara que el espectro Stokes se traslape con el espectro
de bombeo, con lo cual se consigue el efecto del enfoque espectral en el interior de la muestra. Con ello
toda sefial generada se colima nuevamente con la lente-objetivo a la salida el haz de la muestra. El
espectro fundamental y el generado por los haces traslapados se colectan con el espectrofotémetro, se

exportan como archivos crudos via SpectraWiz y se grafican en el software Origin.



39

Capitulo 4. Resultados y discusiones

En éste capitulo se muestran los resultados mas relevantes obtenidos durante el presente
proyecto de maestria, mismos que se discuten al ir exponiéndolos en el texto. El capitulo inicia con la
presentaciéon de los espectros Raman de las muestras utilizadas. Posteriormente, se muestra la forma en
que se extrajeron las sefiales Raman coherente y estimulado partiendo de los datos tomados “en crudo”.
De alli se divide la exposicion de los resultados obtenidos mostrando primero los resultados con la
configuracion experimental para rendija temporal y, finalmente, mostrando los resultados obtenidos con

la configuracién de enfoque espectral respectivamente.

4.1 Espectros Raman de las muestras

La Figura 15 muestra los espectros Raman de dos soluciones solventes: el dimetilsulféxido
((CH3),SO) comunmente conocido como DMSO y el metanol (CH3;0H); y dos muestras soélidas el
poliestireno (formado por cadenas (CgHs),) y fibras de colageno tipo Il (formados por cadenas de tres
aminodacidos (Gly-Pro-Hyp)s.), respectivamente. Los espectros se grafican en funcién de la frecuencia de
vibracién (expresada en nimero de onda: cm™) de las moléculas que lo conforman. Los espectros fueron
obtenidos con el microscopio comercial descrito en el capitulo de metodologia experimental. Estos

espectros se utilizan como referencia en la discusion de los resultados.

Se pueden observar picos Raman en todo el rango mostrado (200-1400 cm™), en particular los
picos correspondientes a las muestras de DMSO vy poliestireno, asi como, en menor medida, en el
metanol y coldgeno. La Tabla 3 resume de manera numérica los picos Raman caracteristicos para cada
muestra caracterizada en DMSO por ejemplo, (ver la curva color “aqua”), la bandas espectrales de
intensidad media (m) en 308, 336 y 383 cm™, aproximadamente, corresponden a picos de energias de
vibracion de flexién (“bending”) de los enlaces C-S-C (carbono-azufre-carbono) y de flexion anti-simétrica
y simétrica de los enlaces C-S-O (carbono-azufre-oxigeno), respectivamente; mientas que las bandas de
intensidad alta (a) y media (m) en 668 y 700 cm-', corresponden energias de vibracién de tensién
simétrica (“symmetric stretch”) y anti-simétrica del enlace C-S (carbono-azufre) , respectivamente
(Selvrajan, 1966). Por su parte, para Metanol, la banda espectral de intensidad alta (a) 1035cm™ se
deben a las vibraciones de tension simétrica por el enlace C-O (carbono — oxigeno), luego en las bandas

de 121, 485y 662 cm™ con intensidad media (m) se tienen vibraciones de flexidn en los enlaces, también
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de C-O de acuerdo a (Lawrence K. lwaki, 2000). Para el colageno, se tiene un pico con intensidad baja (b)
en el rango del ldser en 1096 cm™ con vibracién de tensién asimétrica con el enlace C-O-C y otro pico
dificil de especificar ya que, debido a los diferentes tipos de coldgeno existentes y, debido a que el pico
obtenido es muy bajo en intensidad (b), se establecié un rango desde los 490 a los 811 cm™ con diversas
vibraciones, entre ellas estan la de deflexidon en C-O-C y C-C-N, la de vibracién de tensidn simétrica en C-
O-C, de acuerdo a (Maria Jastrzebska, 2003). La asignacion de los picos Raman del poliestireno pueden

encontrarse en (Anema, Brolo, Felten, & Bittencurt, 2010).
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Figura 15. Espectros de las muestras utilizadas en el experimento caracterizados con microscopio Raman

Como se podra ver mas adelante con esta informacién espectral, y la correspondiente a la
informacidn espectral del laser de pulsos ultracortos, se calculd el rango de frecuencias con el que se
pueden realizar mediciones de Raman coherente; siendo el motivo principal el espectro de longitudes
del cual el laser pulsa y su capacidad de sintonizacidn y ancho espectral mdximo sin comprometer la

estabilidad de la cavidad oscilante y su potencia de salida (cuestiones que se discutiran en el siguiente
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apartado). Notese que, entre mas grande sean los picos en la muestra deseada, mas facil serd excitar la

frecuencia vibracional con los haces de bombeo y Stokes que se obtienen en el arreglo.

Tabla 3. Frecuencias vibracionales mas significativas de las muestras utilizadas en el trabajo experimental.

k1 kz k3 k4 k5

Poliestireno (m) 619cm™ (m) 794cm’™ (a) 1000cm™ (a) 1028cm™ (m) 1198cm™

Metanol (m) 121cm™ (m) 485cm™ (m)921cm™ (a) 1035cm’™ N.A.
DMSO (m) 308cm™ (m) 336cm™ (m) 383cm™ (a) 700cm™ (m) 1045cm™
Colageno N.A. N.A. N.A. (b) 557cm™ (b) 1096 cm™

Guia de picos de intensidad: alto(a), medio(m) y bajo(b)

Debido a las caracteristicas de emisién espectral de los haces de bombeo y Stokes, se eligié
trabajar en el rango de 300 a 400 cm™ del DMSO en el cual se observan tres picos Raman 308, 336 y 383
cm’’. Estos resultaron ser una triada de picos vibracionales adecuada para realizar los experimentos
debido a que, aparte de que se encuentran en el rango de emisidon éptima de los haces (no se sacrifica
potencia de los haces), la diferencia de frecuencia del bombeo y Stokes también es la dptima para excitar
este rango de vibraciones. El resto de los picos quedaban superiores a los 400 cm™ quedan fuera de la
diferencia de frecuencia, o bien, de excitar una frecuencia vibracional, las potencias espectrales eran
minimas, cayendo en las colas de los espectros de bombeo y/o Stokes. Cabe mencionar que el colageno
no mostré frecuencias vibracionales medias o altas de intensidad en este rango y, por lo tanto, se

descartdé su uso en el experimento.

4.2 Ensanchamiento de pulsos y espectros obtenidos

La Figura 16 muestra el ancho temporal obtenido para cada una de las configuraciones
experimentales. Para el caso de la configuracion de rendija temporal el bombeo tiene un ancho temporal
de 0.182 ps (picosegundos) y el Stokes de 0.765 ps, respectivamente (ver Figura 16a). Mientras que para
la configuracion de enfoque espectral (Figura 16b) estos haces tienen anchos temporales de 0.391 y

0.733 ps., respectivamente.
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Ndtese que para ambas configuraciones experimentales no se logra el caso ideal, esto es, para la
rendija temporal el haz de bombeo en principio debe mantenerse limitado en transformada (cercano a
los 88 fs, segln lo especificado por el proveedor del laser), pero debido a la dispersidn natural del vidrio
de los elementos 6pticos, el haz de bombeo se ensancha a 182fs. Por lo tanto, en esta configuracién se
buscéd que el ancho temporal del Stokes fuera lo mas grande posible introduciendo los vidrios de alta
DVG Unicamente en su camino éptico (sin comprometer la intensidad del haz mismo debido a la
absorcién y reflectancia del vidrio DVG) logrando un ensanchamiento de 765fs, esto es, 4.2 veces mayor
que el haz de bombeo. Por otro lado, para el caso ideal del enfoque espectral, ambos haces deben tener
el mismo chirp para tener como resultado una diferencia de frecuencias constante entre la interaccion
de ambos haces (al traslaparse e incidir a través de la muestra); y con ello lograr una buena resolucion
espectral para, asi, resolver las bandas Raman. Aqui se calculé la razén de la longitud vidrios necesarios
para obtener el mismo chirp, tal y como se describe en (Rocha-Mendoza I. L., 2008). Un indicativo
experimental para que el chirp fuera igual es medir el ancho temporal en ambos haces y procurar que
sea lo mds cercano posible. No obstante, se tuvo como resultado una razén de 1.8 en el ensanchamiento

temporal del haz de Stokes con respecto al haz de bombeo.

Estas discrepancias en los resultados pueden deberse a que en teoria ambos haces deben estar
inicialmente limitados en trasformada. Esto estrictamente no se cumple en este experimento ya que los
haces son resultado de una divisién espectral y no provienen de resonadores dpticos separados. Por lo
tanto, las condiciones iniciales de ensanchamiento temporal son diferentes reflejandose en los

resultados.
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Figura 16. Caracterizacion temporal de los haces de bombeo y Stokes para dos configuraciones: a) es para el caso
de la rendija temporal, y b) corresponde a la configuracién de enfoque espectral.
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La Figura 17 muestra un ejemplo del espectro del oscilador laser antes y después de ser dividido.
Nétese que la divisidon espectral esta forzada a ocurrir en 800 nm como consecuencia del doble paso por
el filtro dicroico, mismo que es utilizado en ambas configuraciones experimentales. Note también que el
viaje de la luz a través de vidrio no genera efectos dpticos no lineales que inducen nuevas frecuencias
Opticas. La curva en color negro es el espectro del haz fundamental; es decir, el espectro de emision del
laser de Titanio: Zafiro en modo oscilante (indicando la emisién pulsada). En este ejemplo el ancho
espectral que se observa es de aproximadamente 60nm, sin embargo, hay que mencionar que el ancho
espectral que se utilizé finalmente en los experimentos fue de aproximadamente 70 nm. Los espectros
resultantes de esta division dptica pasiva se muestran en color azul y rojo, estas representan las sefiales
de bombeo y Stokes, respectivamente. En la figura es posible observar que el ancho espectral del haz de
bombeo es de 20 nm con un pico de intensidad en 781nm, mientras que el haz de Stokes tiene un ancho

de 30 nmy un pico en 813nm.
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Figura 17. Espectro de emision de laser utilizado en el experimento. Al pasar por el arreglo, dicho espectro se divide
gracias a un espejo dicroico que corta en 800 nm y con ello se consiguen los haces de bombeo (azul) y Stokes (rojo).



45

No estd de mas aclarar que estos graficos solamente muestra caracterizacién espectral de los
pulsos y no involucran el uso de alguna muestra en cuestidn; es decir, éstos resultados se obtuvieron
antes de que los haces interactien entre si dentro de las muestras. En la siguiente seccidn se mostraran
los resultados correspondientes a la interaccién con las muestras y a la obtencién de sefiales Raman

coherentes.

4.3 Extraccion de senales Raman coherentes

Puesto que ambas configuraciones experimentales (rendija temporal y enfoque espectral) no
resultaron experimentalmente ideales para la obtencidon respectiva de espectros Raman multiplexados y
con resoluciéon espectral, era de esperarse la obtencidon de espectros con multiples picos Raman y poca
resolucion espectral. En efecto, como se mostrard mdas adelante en este mismo apartado, los
experimentos en la mezcla de ondas dieron como resultado sefiales Raman coherentes con varios picos
de frecuencias (medidas a través de su longitud de onda) que pueden ser asignadas a una misma
resonancia molecular, pero excitados con un par de ondas bombeo-Stokes diferente. Es decir, una
misma vibracion molecular puede ser excitada con una seccién diferente dentro del contenido espectral
de cada pulso de los espectros de bombeo y Stokes (ver Figura 17). Esto ademas del hecho que las sefales
espectrales resultantes estan “montadas” sobre las mismas sefiales incidentes, para el caso de SRL y
SRG, respectivamente. En este contexto, tener una metodologia para extraer y analizar las sefales

Raman coherente es de suma importancia.

La metodologia para extraer los espectros fue mediante la obtencion de espectros con y sin la
muestra, y posteriormente se grafica la diferencia entre estos espectros. Este procedimiento se realiza
para diferentes posiciones de traslape espacio-temporal de los haces. La Figura 18 muestra el resultado
de la diferencia de espectros para varias posiciones de traslape con pasos de 0.05 mm (50 micrémetros).
El traslape se logra con la platina transnacional desplazando el haz Stokes (con la ayuda de un espejo) a
lo largo de un eje z en la direccion de propagacion, el pulso del haz Stokes se acerca o se aleja del su
traslape con el haz de bombeo. En la figura se muestran 26 pasos (por tanto 26 espectros) de los cuales
destacan al menos 5 sefiales con diversos picos significativos (0.75, 0.80, 0.85, 0.90, 0.95 mm) contenidos
en un rango de longitudes de onda similares entre si, los cuales corresponden al ancho total que
proporciona el espectro del laser En dichos espectros se encuentran las sefiales Raman coherentes y

para estudiarlos se procedié a un andlisis con mas detalle mostrado a continuacion.
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Figura 18. Espectros Raman coherente DMSO como dependencia del traslape especio temporal de pulsos. El
desplazamiento es el retraso entre pulsos.

La Figura 19 muestra una idea mas clara del procedimiento de analisis para un caso particular. En
la Figura 193, la curva (A) de color verde es la sefial Raman coherente detectada, es decir, resultante de la
mezcla de ondas de los haces traslapados en la muestra; mientras que la curva (B) de color negro es la
sefial-suma de los haces Stokes y bombeo capturados individualmente. Siendo mas especifico, se
capturaron los espectros de bombeo y Stokes de manera individual y la curva negra es la suma de ellos.
Esto es necesario puesto que en las zonas de traslape el espectrofotdmetro suma las intensidades, y al
realizar la diferencia con respecto a la sefial esta intensidad sumada tiene que ser considerada. Haciendo
una comparacién directa de la curva (A) respecto a la curva (B), es posible notar zonas en que la sefial (A)
es menor y otras zonas donde la sefial aumenta. Estos cambios se deben al acoplamiento entre los haces

de bombeo y Stokes que ocurre cuando la diferencia de frecuencias Opticas es tal que excitan
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coherentemente frecuencias moleculares. Notese, ademas, que dichos cambios de intensidad estan
montados sobre los espectros de los haces fundamentales, y en primera aproximacion dan la impresién

de ser picos de intensidad.

La Figura 19b grafica la diferencia (A)-(B) donde se aprecian mejor los picos de intensidad
inducidos por la interaccion molecular de la muestra con solucién de DMSO. A partir de ahora, a los
grdficos de la diferencia (A)-(B) se les denominard espectros Raman coherente o Raman estimulado de
manera indistinta. Las zonas espectrales en que el espectro Raman estimulado es cero, indican que la
interaccion de las frecuencias dpticas (expresadas aqui mediante su longitud onda) no excita ninguna
frecuencia molecular. Mientras que las zonas en que el espectro Raman estimulado es diferente de cero,
indica que los haces bombeo y Stokes interactuan mediante un acoplamiento molecular, que ocurre
cuando la diferencia de frecuencias dpticas de estos haces estda en resonancia con la frecuencia de
oscilacion de la molécula. Es decir, la frecuencia de batido de las ondas interactuantes excita
coherentemente la frecuencia de oscilacidon de la molécula y esta a su vez modula la intensidad de los
haces de bombeo y Stokes existiendo una pérdida o ganancia de energia. A estas pérdidas o ganancias
de energia se les conoce como perdidas Raman (Raman Loss) y ganancias Raman (Raman Gain),

respectivamente.
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Figura 19. Obtencién de espectros Raman coherente. a) Sefal obtenida (curva verde) en dimetilsulfoxido (DMSO) y
espectro inicial (curva negra) correspondiente a la suma de los espectros Stokes y bombeo. b) Espectro Raman
coherente, se obtiene realizando la diferencia entre la sefial obtenida y la suma de espectros mostrados en (a).
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4.4 Resultados con la configuracion de rendija temporal

Basados en la metodologia para la obtencidon de espectros Raman coherente explicados en la
seccion anterior, se muestran ahora los resultados obtenidos con el arreglo experimental configurado en
rendija temporal; esto es, en el cual se colocd un solo vidrio DVG de 4 cm en el camino dptico del haz de
Stokes y se dejd libre el haz de bombeo. Recordemos que la rendija temporal necesita de un solo haz con
chirp (vidrio DVG) y otro haz sin chirp para producir un espectro miultiple capaz de resolver espectros

. . P . . -1 . . . .
vibracionales que estén hasta una distancia 20 cm™ uno del otro. Con dicha configuracion se obtuvieron

los resultados criticos del trabajo de tesis obteniendo, conjuntamente, espectros SRS (SR-G y SR-L) y

sefial CARS.

Cabe resaltar que los resultados mostrados a continuacién corresponden Unicamente al DMSO
por ser la muestra que presenta picos espectrales en el rango de 300 a 600 cm™que pueden ser

excitados de manera eficiente con el contenido espectral de los haces de bombeo y Stokes.
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Figura 20. Procesos Raman coherente (0.75 mm) en DMSO. a) Sefiales Raman (verde) y suma de espectros de
bombeo y Stokes; b) extraccién de sefiales Raman por medio de la diferencia de las curvas mostradas en (a); c)
espectro Raman del DMSO y estimacidn de sefiales CARS, SRG y SRL. Las flechas rojas, azules y verdes indican las

longitudes de onda SRG, SRL y CARS, respectivamente. Para la estimacion el rango de longitudes de onda del
bombeo es de 778-785nm con 803nm en el Stokes.
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La Figura 20a muestra nuevamente los espectros sefial (curva A) y de la suma de espectros
incidentes (curva B), mientras que la Figura 20b muestra el espectro Raman estimulado resultante.
Nétese que a diferencia de la Figura 19, en esta figura se invierte la escala de las longitudes de onda para
mejor comparacidon con el espectro Raman espontaneo, ya que el nimero de onda es inversamente
proporcional a la longitud de onda. En este ultimo se indica un ejemplo particular de la interaccién de
una frecuencia optica Stokes (haz con chirp) con diferentes frecuencias de bombeo (haz sin chirp)
contenidas en la rendija temporal. La flecha roja indica la longitud de onda a 803nm correspondiente a
una frecuencia del haz Stokes que experimenta ganancia Raman SRG (justo en el rango espectral del haz
Stokes), mientras que las flechas azules indican las longitudes de onda 779, 781 y 784 nm
correspondientes a las frecuencias de bombeo que interactian con dicha frecuencia Stokes y
experimentan pérdidas Raman, SRL (justo en el rango espectral del haz de bombeo). Asimismo, las
flechas verdes indican los picos espectrales 765.1 y 765.5nm correspondientes a las ondas anti-Stokes
coherente (CARS) resultantes de la misma excitacion molecular inducida por la interacciéon de los haces

dentro del DMSO.

A manera de comprobar que los picos de ganancia y perdida observados en la Figura 20b
corresponden a interacciones Raman coherentes, la Figura 20c muestra el resultado de estimar las
longitudes de onda de la sefial CARS descrita en el capitulo Il en donde, mediante el uso de la ecuacién
(9), también es posible calcular las frecuencias vibracionales que son excitadas con la interaccidn entre la
onda Stokes a 803 nm (curva Roja) y el rango de ondas de bombeo en el rango de 770 a 785nm. Con la
ayuda del espectro Raman espontaneo del DMSO, graficado en la misma Figura 20c en rango de interés,
y el trazado de lineas verticales (lineas punteadas en color gris) es posible encontrar las respectivas
longitudes de onda que interactian entre si para excitar una frecuencia molecular. Por ejemplo,
siguiendo la primera linea vertical (de izquierda a derecha) se deduce que la frecuencia vibracional
308.9cm™ resulta de la interaccién de los haces de bombeo y Stokes con longitudes de onda 783.5 nm y
803 nm, respectivamente. Mientras que siguiendo la segunda linea vertical se observa que la frecuencia
vibracional 336.4 cm™ es resultado de la interaccién las longitudes de onda 781.8 nm y 803 nm,
respectivamente. Y haciendo lo mismo con la frecuencia vibracional 382.3 cm™ ésta resulta de la
interaccion entre 779 nm y 803 nm, respectivamente. En la Tabla 4 se resumen las longitudes de onda
tedricas y experimentales, donde se puede ver una buena concordancia con las longitudes de onda

experimentales.
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Tabla 4. Célculos tedricos y experimentales del proceso Raman coherente del conjunto de espectros de la Figura 20
en donde se aprecian ligeros corrimientos al asignar los valores tedricos con los experimentales tomados por el
espectrofotometro.

K ( cm‘l) SRG (nm) SRL (nm) CARS (nm)
Teorica Experimental Teorica Experimental
308.9 803 783.5 781 765 765.5
336.4 803 781.8 781 761.8 761.5
382.3 803 779 781 756.5 NA

En la Figura 20a también se pueden distinguir dos picos espectrales de la sefial CARS, los cuales
segun los cdlculos de la Figura 20b (ver también Tabla 4)estos picos se encuentran en las longitudes de
onda de 765.5 nm vy 761.5 nm, para las respectivas frecuencias vibracionales 308.9 cm™ y 336.4 cm™,
respectivamente. Notese que la frecuencia 382.3 cm™ no aparece en el espectro CARS y puede deberse

la poca resolucion espectral obtenido en el arreglo experimental.
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Figura 21. Procesos Raman coherente (0.2 mm) en DMSO. a) Sefiales Raman (verde) y suma de espectros de
bombeo y Stokes; b) extraccion de sefiales Raman por medio de la diferencia de las curvas mostradas en (a); c)
espectro Raman del DMSO y estimacion de sefiales CARS, SRG y SRL. Las flechas rojas, azules y verdes indican las
longitudes de onda SRG, SRL y CARS, respectivamente. Para la estimacidn el rango de longitudes de onda del
bombeo es de 778-785nm con 815nm en el Stokes.
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La Figura 21 muestra otro caso de las sefiales Raman coherentes obtenidas, pero en una posicion
de traslape distinta, en 0.2 mm (desplazando el haz Stokes con la platina traslacional). Claramente se
puede apreciar un espectro Raman coherente diferente a la Figura 19b. Esto es una consecuencia de
mover la zona de traslape entre los haces incidentes dando como resultado la excitacidon de otras
vibraciones moleculares; es decir otra regién del espectro Raman como se puede ver en Figura 21c en
donde la excitaciéon ocurre en el rango de 550 a 800 cm™. Similarmente al caso anterior, la Tabla 5
resume las longitudes de onda tedricas y experimentales de la Figura 21 existiendo nuevamente una
buena concordancia con las longitudes de onda experimentales. Aqui la frecuencia vibracional 666.2 cm™
resulta de la interaccién de los haces de bombeo y Stokes con longitudes de onda 815 nm y 775 nm,
respectivamente. Mientras que la frecuencia vibracional 703.7 cm™ es resultado de la interaccién de las

longitudes de onda 815 nm y 765 nm, respectivamente.

Notese sin embargo que los picos espectrales de la sefial CARS son muy pequefios, pudiéndose
incluso confundirse con el ruido propio de la sefial y/o como resultado de la diferencia de las curvas A-B
en la Figura 21a. No obstante, los calculos de la Figura 21c (tabulados en la Tabla 5) confirman que estos
picos si corresponden a la sefial CARS cayendo en las longitudes de onda de 732.5 nm y 728.5 nm, para
las respectivas frecuencias vibracionales 666.2 cm™ y 703.7 cm™, respectivamente. La baja eficiencia en
la generacion de estos picos se atribuye a dos posibles casos: por un lado, la zona de traslape de los
haces de bombeo y Stokes no es muy eficiente en cuanto su intensidad, esto se puede incluso observar
en los efectos de SRL y SRG en la sefial Raman de la Figura 21a, es decir, antes de realizar la diferencia.
Aqui la sefial Raman coherente y la suma de los espectros Bombeo y Stokes es muy similar, indicando
también poca eficiencia en el proceso de transferencia de energia entre los haces. Otra posible
explicacion es una mala eficiencia en la coleccién de la sefial Raman a través de la fibra del
espectrofotdmetro, ya que experimentalmente esta coleccién se optimizd para observar los haces de

bombeo y Stokes, sin poner realmente mucha atencién en la sefial CARS.

La Tabla 5 muestra ordenadamente los valores para cada frecuencia vibracional del rango de la

muestra.
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Tabla 5. Calculos tedricos y experimentales del proceso Raman coherente del conjunto de espectros de la Figura 21
en donde se aprecian ligeros corrimientos al asignar los valores tedricos con los experimentales tomados por el
espectrofotometro.

K ( Cm‘l) SRG (nm) SRL (nm) CARS (nm)
Tebrica Experimental Tedrica Experimental
666.2 815.5 773.5 775 735.5 732.5
703.7 815.5 7715 765 731.5 728.5

Finalmente, la Figura 22 muestra un tercer caso con otra posicién de traslape, pero procurando
excitar el mismo rango de frecuencias de la Figura 21, pero en una posicién de traslape distinta, en 0.35
mm para este caso (desplazando el haz Stokes con la platina traslacional). Claramente se puede apreciar
un espectro Raman coherente diferente a la Figura 22b. Esto es una consecuencia de mover la zona de
traslape entre los haces incidentes dando como resultado la excitacion de otras vibraciones moleculares;
es decir otra regidn del espectro Raman como se puede ver en Figura 22c en donde la excitacion ocurre
en el rango de 550 a 800 cm™. Similarmente al caso anterior, la Tabla 6 resume las longitudes de onda
tedricas y experimentales de la Figura 22 existiendo nuevamente una buena concordancia con las
longitudes de onda experimentales. Los valores de los nimeros de onda de los picos del DMSO se
mantuvieron iguales debido a que se estimé la medicidon en el mismo rango del espectro vibracional.
Aqui la frecuencia vibracional 666.2 cm™ resulta de la interaccidn de los haces de bombeo y Stokes con
longitudes de onda 815 nmy 772 nm, respectivamente. Mientras que la frecuencia vibracional 703.7 cm’
! es resultado de la interaccidn las longitudes de onda 815 nm y 769 nm, respectivamente. Se observd
que las sefiales de bombeo utilizadas son distintas a las propias del caso anterior, tanto en la parte

tedrica (la estimacion de sefial CARS) como en la adquisicidn de las sefiales en el experimento.
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Figura 22. Procesos Raman coherente (0.35 mm) en DMSO. a) Sefiales Raman (verde) y suma de espectros de
bombeo y Stokes; b) extraccidén de sefiales Raman por medio de la diferencia de las curvas mostradas en (a); c)
espectro Raman del DMSO y estimacion de sefales CARS, SRG y SRL. Las flechas rojas, azules y verdes indican las
longitudes de onda SRG, SRL y CARS, respectivamente. Para la estimacion el rango de longitudes de onda del
bombeo es de 778-785nm con 815nm en el Stokes.

Notese que se obtuvo un pico espectral de la sefial CARS, nuevamente es muy pequefia en
intensidad, pudiéndose incluso confundirse, nuevamente, con el ruido propio de la sefial y/o como
resultado de la diferencia de las curvas A-B en la Figura 22a. No obstante, los calculos de la Figura 22c
(tabulados en la Tabla 6) confirman que este pico si corresponde a la sefial CARS cayendo en la longitud
de onda de 733.5 nm, para las respectivas frecuencias vibracionales 666.2 cm™ y 703.7 cm™,
respectivamente. La baja eficiencia en la generacidn de este pico se atribuye a dos posibles casos: por un
lado, la zona de traslape de los haces de bombeo y Stokes no es muy eficiente en cuanto su intensidad,
esto se puede incluso observar en los efectos de SRL y SRG en la sefial Raman de la Figura 223, es decir,
antes de realizar la diferencia. Aqui la sefial Raman coherente y la suma de los espectros Bombeo y
Stokes es muy similar, indicando también poca eficiencia en el proceso de transferencia de energia entre

los haces. Otra posible explicacién es una mala eficiencia en la coleccion de la sefial Raman a través de la
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fibra del espectrofotémetro, ya que experimentalmente esta coleccidén se optimizd para observar los

haces de bombeo y Stokes, sin poner realmente mucha atencién en la sefial CARS.

Tabla 6. Calculos tedricos y experimentales del proceso Raman coherente del conjunto de espectros de la Figura 22
en donde se aprecian ligeros corrimientos al asignar los valores tedricos con los experimentales tomados por el
espectrofotometro.

K (cm-l) SRG (nm) SRL (nm) CARS (nm)
Teorica Experimental Teorica Experimental
666.2 815 772 774 733 7335
703.7 815 769 767 731.5 '

De la Figura 22a se pude observar que sefial CARS es muy débil, practicamente nula, y se puede
distinguir mediante una pequefia cresta en 733.5 nm, esta longitud de onda cae en un valor intermedio a
sus respectivas sefiales tedricas, 733 y 731.5 nm como se puede apreciar en la Tabla 6. Aqui se denota
claramente la falta de resolucién espectral conseguida con el arreglo experimental, el cual solamente

identificd un espectro CARS de dos picos Raman del DMSO excitados.

4.5 Resultados con la configuracion de enfoque espectral

Finalmente, se presentan los resultados obtenidos con la configuracién experimental del

enfoque espectral ideal para muestras el poliestireno, el metanol y el DMSO.
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Figura 23. a) Espectros Raman coherente en diferentes muestras obtenidos con el arreglo de enfoque espectral. b)
Espectros Raman espontdneo obtenidos con un equipo comercial.

De la Figura 23 se puede apreciar que los resultados del poliestireno son los mas coherentes si se
analiza la gréfica detenidamente, en resumen, los picos Raman coherentes colectados en la Figura 23a
corresponden correctamente al espectro vibracional de la Figura 23b excepto en el ancho espectral, es
decir, que debido a la resolucién espectral que se consiguidé en el arreglo experimental, las bandas
vibracionales no fueron excitadas eficientemente, sin embargo, se remarca la dependencia entre la
intensidad del haz con la polarizacidn del laser a muestra los respectivos espectros Raman coherentes
obtenidos. En este caso la asignacidn de picos Raman se realiza de manera empirica comparandolos con
los espectros Raman espontaneo de la Figura 23b. La Tabla 7 resume vy facilita la comparacién completa

entre los picos. Esta tabla se calcula de manera similar a las anteriores.

Sin duda se puede apreciar una buena concordancia cualitativa de los espectros Raman
coherentes y los espectros Raman espontdneos. En particular en el espectro del poliestireno (curva en
color naranja) el cual contiene las cinco bandas obtenidas en el espectro Raman espontaneo. Nétese sin
embargo que todos los espectros Raman coherentes son mds anchos comparados con sus picos
vibracionales en todos los casos. Esto confirma que el enfoque espectral no fue el éptimo tal y como se
puede apreciar en los picos vibracionales no. 3 y 4 del poliestireno donde existe un ligero traslape entre

las bandas en su espectro Raman coherente.

Para el caso del DMSO, sus cinco picos vibracionales también son reproducidos. Solo que el pico

vibracional no. 3 del espectro Raman coherente muestra discrepancia en cuanto su intensidad respecto
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al espectro Raman espontaneo, el cual muestra un pico de intensidad alta. La razén de este cambio en
intensidad se debe a que ciertas frecuencias moleculares dependen fuertemente del estado de
polarizacion del laser, tal y como se demuestra en (Schmidt & Kiefer, 2013), donde la banda en 1143 cm™

(ver Tabla 7) resulta ser altamente dependiente al estado de polarizacion.

En el caso del metanol (curva en color verde), también existe concordancia, no obstante, se
aprecian dos picos espectrales extra entre las frecuencias vibracionales no. 3 y no. 6. Estos picos son
producidos muy probablemente por una contaminacion con la solucién del DMSO, la cual si presenta
esos dos picos espectrales (picos 4 y 5 del DMSO en azul aqua). Esta contaminacion fue el resultado de
no limpiar la cubeta al vaciar la solucién de DMSO vy verter la solucién de metanol. Es por ello que no se

le asignd una banda vibracional a éstas sefales en la Tabla 7.

Se puede apreciar que los resultados del poliestireno son los mas coherentes si se analiza la
grafica detenidamente, en resumen, los picos Raman coherentes colectados en la Figura 23a
corresponden correctamente al espectro vibracional de la Figura 23b excepto en el ancho espectral, es
decir, que debido a la resolucidn espectral que se consiguid en el arreglo experimental, las bandas
vibracionales no fueron excitadas eficientemente, sin embargo, se remarca la dependencia entre la

intensidad del haz con la polarizacion del laser.

Tabla 7 Asignacién de picos espectrales del proceso Raman coherente de la Figura 23 basados en los picos de
frecuencias Raman de la Figura 15. Se tabulan las longitudes de onda (1, 2, 3, 4 y 5) del proceso coherente y la
respectiva frecuencia asignada (entre paréntesis).

Aq (k) Az (k) A3 (ks) Ay (kg) As (ks) Ag (ko)
I 787.3 nm 783.2nm 781.2 nm 774 nm 787.3 nm
Poliestireno 1 1 -1 1 -1 N.A.
(1028cm ) (1154cm ) (1184cm ) (1446cm ) (1028cm )
791 nm 787.5 nm 785 nm 771 nm
Metanol 1 1 1 781 nm 776 nm -1
(921cm ) (1035cm ) (1110cm ) (1454cm )
793 nm 790 nm 787.5nm 780 nm 776 nm
DMSO 4 1 1 1 -1 N.A.
(897cm ) (955cm ) (1044cm ) (1310cm ) (1421cm )
Colageno N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.

Por ultimo, no se colectaron datos respectivos al colageno debido a la baja intensidad de los picos Raman

espontaneo (vibracionales) de acuerdo a la informacién obtenida en la Figura 15 y Tabla 3.



57

Capitulo 5. Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo se dividen en tres partes en cuanto el experimento y la
metodologia para analizar los efectos Raman no lineales, los resultados obtenidos con la configuracién
de rendija temporal y finalmente en cuanto a los resultados obtenido con la configuracion del enfoque

espectral

Se implementd experimentalmente un sistema dptico para inducir efectos Raman coherentes. El
sistema Optico puede utilizarse en dos configuraciones experimentales, la primera corresponde a la
configuracion de rendija temporal para obtener espectros Raman multiplexados y la segunda a la

configuracién de enfoque espectral.

Se realizd una metodologia empirica para el analisis de las sefiales Raman, la cual consistid en
tomar el espectro Raman de las muestras y sustraerle la sefial espectral sin muestra. Dando como
resultado picos espectrales positivos y negativos correspondientes a los procesos de ganancia Raman y
pérdida Raman, respectivamente. Asimismo, fue posible discernir la sefial CARS en algunos casos
experimentales. EIl método de andlisis se realizd via software, el cual resulté ser un método intuitivo y
rapido de realizar para dictaminar la presencia de sefial SRS, CARS, enfoque espectral y estimaciones

tedricas.

Se puede mejorar el enfoque espectral de manera facil y econdmica consiguiendo cortar los

bloques de vidrio.

Debido a la caracteristica espectral de ensanchamiento de ambos pulsos, no se obtuvo el caso
ideal para el efecto de rendija temporal. No obstante, y como consecuencia de ello, aun asi fue posible
observar efectos conjuntos de Raman estimulado (SRS) y Raman anti-Stokes coherente (CARS) en
soluciones de dimetilsulfoxido (DMSO). Se aprecié el proceso Raman estimulado (SRS) obteniendo

ganancia (SRG) en el haz Stokes y pérdida (SRL) en el haz de bombeo.

La sefial CARS se obtuvo dependiendo el traslape temporal de pulsos y se pudo ver espectros con

una intensidad adecuada para analisis posteriores.

De igual forma debido a la caracteristica espectral de ensanchamiento de ambos pulsos no se

obtuvo el caso ideal para el caso ideal para el enfoque espectral. No obstante, en base a los resultados
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obtenidos, el ancho temporal de los pulsos laser fue suficiente para que los haces de bombeo y Stokes

presentaran a un chirp lineal similar, o cercano, para obtener resolucidn espectral.

Se observé espectroscopia Raman Coherente con suficiente resolucion espectral (~20 cm™)
obteniendo una adecuada correspondencia comparados con espectros Raman espontaneo (bandas

vibracionales), especialmente en el poliestireno y DMSO.

Se determind que existe dependencia de la polarizacién de los haces bombeo y Stokes al excitar

ciertas frecuencias vibracionales de la muestra.
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