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RESUMEN de la tesis de BONIFACIO ALEJANDRO CAN UC, presentada
como requisito parcial para laE obtencién/ del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en
OPTICA con orientacién en OPTICA FISICA. Ensenada, Baja California, noviembre
de 2010.

ESTUDIO DE LA FLUORESCENCIA INDUCIDA POR ABSORCION
DE DOS FOTONES EN PIGMENTOS ORGANICOS

Resumen aprobado por:

Dr. Raul Rangel Rojo

Director de Tesis

En este trabajo se presenta un estudio de la fluorescencia de pigmentos organicos
excitados mediante el proceso de absorcion de dos fotones, utilizando un laser infrarrojo
pulsado en el régimen de femtosegundos. Los pigmentos estudiados, fueron escogidos
con base al espectro de absorcién, de manera que pudieran ser excitados resonante-
mente a 410 nm, permitiendo también la posible excitaciéon no resonante a 820 nm
mediante el proceso de absorcion de dos fotones. Estos pigmentos fueron: cumarina
480 y el dicianometileno, también conocido como DCM. Los estudios realizados son de
gran interés para la implementacién de técnicas novedosas en microscopia por procesos
nolineales. Se presentan resultados para el espectro de fluorescencia de estos pigmentos
cuando son excitados resonantemente a 410 nm y cuando son excitados en el régimen no
resonante a 820 nm, en los que se observa el fenémeno de absorcion de dos fotones. Los
resultados muestran diferencias significativas entre los espectros obtenidos por ambos
métodos. Se estudié la eficiencia y el espectro de emisién de los pigmentos fluorescentes
como funcién de diferentes parametros de excitacién, como la irradiancia pico, la lon-
gitud de onda, entre otros. Se caracterizé también la respuesta éptica nolineal de los
pigmentos, usando para ello la técnica de barrido en z abierto (open z-scan en inglés)
con el mismo laser de femtosegundos. Esto permitié obtener el valor del coeficiente de
absorcién de dos fotones y la seccién transversal de absorcién dos fotones.

Palabras Clave: Fluorescencia, Absorcion de dos fotones, Pigmentos orgénicos.
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ABSTRACT of the thesis presented by BONIFACIO ALEJANDRO CAN UC,
in partial fulfillment of the requirements of the degree of MASTER IN SCIENCE in OP-
TICS with orientation in PHYSICAL OPTICS. Ensenada, Baja California, november
2010.

STUDIES OF THE FLUORESCENCE INDUCED BY TWO PHOTON
ABSORPTION IN ORGANIC DYES

In this work we present a study of the fluorescence in organic dyes excited by the two
photon absorption process, using a femtoseconds pulsed laser in the infrared. The dyes
studied were chosen by their absorption spectra, picking those that made direct resonant
excitation at 410 nm possible, allowing in this way, the possibility of nonresonant
excitation at 820 nm by the two photon absorption process. The dyes studied are:
coumarin 480 and the dycianometilene also known as DCM. These studies are of great
interest for the implementation of novel techniques in microscopy based on nonlinear
optical processes. Here we present results for the fluorescence spectra of these pigments
when they are excited both resonantly at 410 nm, and nonresonantly at 820 nm, where
two photon absorption is observed. The results show significant differences between
the spectra obtained by both methods. The efficiency and the emission were studied
as a function of different excitation parameters, such as peak irradiance, wavelength,
etcetera. The nonlinear optical response of the dyes was also characterized, using the
open aperture z-scan technique, with the same femtosecond pulse source. A fit to the
data allowed the determination of the two photon absorption coefficient and the two
photon absorption cross section.

Keywords: Fluorescence, Two photon absorption, Organic dyes.
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Capitulo I

INTRODUCCION

I.1 Antecedentes.

Con la invencion del laser en 1960 se pudo acceder a irradiancias opticas muy altas,
antes dificiles de lograr con las fuentes convencionales de luz. Estas irradiancias equiv-
alen a campos electromagnéticos de magnitud comparable al campo electrostatico que
mantiene unido al electréon con su ntcleo. Las altas irradiancias y los altos campos
eléctricos asociados, permitieron observar en algunos materiales efectos 6pticos nunca
antes vistos, tales como la generacion del segundo armonico, el autoenfocamiento, el
efecto Raman estimulado, etc. A estos efectos se les conoce como efectos 6pticos nolin-
eales, debido a que dependen de la irradiancia de la luz.

En la actualidad existe una serie de aplicaciones préacticas de estos fenémenos y
varias aplicaciones importantes en campos como la medicina, el procesamiento 6ptico
de informacion y el procesamiento de materiales, por mencionar algunas. Por ejemplo
la aplicacion de materiales nolineales de tercer orden, en sistemas de procesamiento de
informacion optica es un campo de investigacién muy activo, en donde se explotan las
altas velocidades de respuesta de los fendmenos opticos nolineales.

Por otro lado, el desarrollo de ldseres de pulsos ultracortos, es también un area muy
activa de investigacion. La principal caracteristica de estos laseres, es que la energia
por pulso puede ser concentrada en un intervalo de tiempo muy corto, lo cual hace que

la potencia pico del pulso sea extremadamente alta, aiin para energias moderadamente



bajas (Diels y Rudolph, 1996). La irradiancia pico I, de un pulso con energia E,,

duracién 7,, que ilumina un area A, estd dada por:

Ep
b= 42 (1)

La combinacién de una duraciéon muy corta (menor a 1 ps) y una potencia pico muy
alta, permite observar fenémenos 6pticos nolineales con relativa facilidad sin depositar
mucha energia en el medio. La corta duracién de los pulsos permite también estudiar la
dinamica de los procesos a escalas de tiempo que no son accesibles por otros medios. Asi,
es posible estudiar diferentes procesos quimicos, electronicos y biolégicos con resolucion
temporal de solo algunos femtosegundos. Por otro lado, se ha explorado extensamente
el uso de pulsos ultracortos en la transmision y procesamiento de informacién a tasas
muy altas de repeticién, donde la corta duracion de los pulsos resulta fundamental.

Maés recientemente se ha comenzado a implementar el uso de laseres de pulsos ultra-
cortos y 6ptica nolineal en técnicas novedosas de microscopia (Zipfel et al., 2003). En
este caso se pretende generar imagenes con mejor resolucion espacial, con técnicas que
tienen la capacidad de aislar la informacion proveniente de diferentes elementos fun-
cionales y moléculas especificas, y la posibilidad de inducir diferentes efectos nolineales
con energias pequenas que no danan el tejido vivo. Algunos ejemplos de estas técnicas
son: la generacion de segundo armoénico, generacion de tercer armonico, el efecto CARS
(Coherent Anti-Stokes Raman Scattering, por sus siglas en inglés), la fluorescencia por
absorciéon de dos fotones (Gryczynski et al., 1995; Barad et al., 1997; Duncan et al.,
1982), por mencionar algunas.

Los pulsos de femtosegundos son generados cominmente por laseres de Ti:zafiro
(Titanio-zafiro) a través de la técnica de amarre de modos (mode-locking, en inglés)

por efecto Kerr éptico. En general, los laseres de Ti:zafiro emiten pulsos con una



duracion de alrededor de 100 fs. Debido a su corta duracion, los pulsos no se pueden
medir con base a sistemas convencionales, pero si con técnicas como la autocorrelacion
6ptica de segundo orden (Diels y Rudolph, 1996).

En este trabajo se estudio la fluorescencia inducida por absorcién de dos fotones en
dos pigmentos organicos. Los pigmentos fueron excitados con el laser de femtosegundos
con que cuenta el laboratorio de pulsos ultracortos y procesamiento de materiales del
Departamento de ()ptica del CICESE. La idea es que estos pigmentos puedan resultar
utiles en la implementacién de un sistema de microscopia de fluorescencia inducida por

el proceso de absorcion de dos fotones.

I.2 Fenomenos 6pticos nolineales.

Cuando la luz se propaga a través de un medio éptico, el campo eléctrico E asociado
genera en el material una polarizacion eléctrica P. Para irradiancias bajas, P es lineal-
mente proporcional a E. Sin embargo, para irradiancias altas, la polarizacién inducida
deja de ser una funcion lineal del campo incidente y se puede expresar como una serie
de potencias de E, que en el sistema MKSA de unidades puede escribirse de la siguiente

forma (Butcher y Cotter, 1990):

Py =co(XVE + xPE2 + \OES 4+ ), (2)

donde ¢¢ es la permitividad eléctrica del vacio, ") denota la susceptibilidad lineal y
x™ con n > 2, representa la susceptibilidad de orden n del material. La susceptibilidad
lineal del material es en realidad una cantidad compleja, x(!) = Rex™ + Imx(), donde
la parte real estd relacionada con los fenémenos de refraccién y birrefringencia, mientras

que la parte imaginaria esta relacionada con los fenémenos de absorcion y dicroismo.



Los fenomenos relacionados con la susceptibilidad de segundo orden, son observa-
dos tnicamente en materiales no centrosimétricos, ya que debido a las propiedades
de simetria de los materiales centrosimétricos, éstos no permiten la existencia de los
términos pares de la susceptibilidad nolineal (Boyd, 1992). Ejemplos de efectos nolin-
eales de orden dos son: la generacion del segundo armonico, en la que se genera un
campo electromagnético a frecuencia 2w a partir de un campo de alta irradiancia a
frecuencia w, donde el coeficiente nolineal relevante es X(2)(—2w; w,w), esta notacién se
puede nos dice que se tiene una respuesta a 2w de dos haces de entrada a frecuencia
w; la generacion paramétrica, en donde un campo a frecuencia wpg puede generar dos
haces a frecuencias wg y wy, donde la suma de estas 1ltimas es igual a la frecuencia del
campo de excitacion, asociado a Y (—wg;wp, —w;); etc.

Ejemplos de fenémenos relacionados con la suceptibilidad de tercer orden, son: la
generacion del tercer arménico, analogo a la generacion del segundo arménico, sélo que
ahora un haz a frecuencia w genera un haz a 3w, caracterizado por x® (—3w;w,w,w);
la mezcla de cuatro ondas degenerada (FWM, Four-Wave Mizing en inglés), en donde
tres haces a frecuencia w interactiian en el material nolineal para generar un cuarto haz
también a la frecuencia w, pero viajando en general en una direccién diferente, y esta
asociado a Y® (—w;w,w,w); la refraccién nolineal, en la cual, el indice de refraccion
caracteristico del material cambia como funcién de la irradiancia del campo incidente,
caracterizada por x® (—w;w, —w,w); la absorcién de dos fotones que se puede asociar
a YO (—w;w,w, —w); etc.

Lejos de resonancia, un fotén por si sélo no puede excitar un sistema material,
ya que la energia no es lo suficientemente alta comparada con la energia del estado
excitado, por lo que el material sera transparente. Sin embargo, para haces de luz

suficientemente intensos, existe la probabilidad finita de que haya dos fotones en el



mismo lugar y al mismo tiempo. Estos dos fotones altamente coherentes pueden ser
simultdneamente absorbidos en el mismo evento cudntico. La energia de los fotones
superpuestos (comparable a la energia de excitacién), puede promover a uno de los
atomos o moléculas al estado excitado, proceso conocido como absorcion de dos fotones.
Para tener una mayor probabilidad de excitacién por dos fotones, es necesario el uso de
irradiancias altas, en donde la probabilidad del proceso es proporcional al cuadrado de
la irradiancia de excitacién (Goppert Mayer, 1931). Los ldseres de pulsos ultracortos
son una fuente muy utilizada para ver este fenémeno nolineal de tercer orden, ya que
con las irradiancias altas alcanzadas debido a lo corto de los pulsos, se puede obtener
una mayor probabilidad de absorcién de dos fotones (Zipfel et al., 2003).

Con respecto a los fenémenos relacionados con la susceptibilidad de tercer orden,
cabe mencionar que de la misma manera que x), y®) también es en general una canti-
dad compleja, que podemos escribir como x® = Rex® + Imx®. La parte real de x©®
estd relacionada con la refraccién nolineal n(/) y la parte imaginaria estd relacionada
con la absorcién nolineal a(l) y en particular con el coeficiente de absorcién de dos
fotones.

La observacién de fenémenos épticos nolineales de tercer orden asociados a (x®),

puede ocurrir en materiales con cualquier tipo de simetria.

I.3 Microscopia por procesos multifotonicos.

Desde hace ya cientos de anos, la observacion de objetos microscépicos ha sido objeto
de gran interés. Con la invencién del microscopio éptico en el siglo XVI, la microscopia
tuvo un creciente avance en el estudio de objetos pequenos que no podian ser observados

a simple vista. Asi, ha habido un esfuerzo continuo para mejorar las imdgenes obtenidas



con los microscopios, lo que incluye mejorar la resolucion lateral, la capacidad de re-
solver secciones especificas y composicién quimica. Esto ha llevado a la implementacién
de diferentes técnicas: la microscopia de contraste de fase, que permite discriminar ma-
teriales con diferente indice de refraccion; la microscopia de fluorescencia, que permite
observar partes especificas que han sido marcadas con un material fluorescente; la mi-
croscopia confocal que mejora la resolucion axial y permite construir imagenes en tres
dimensiones de los especimenes, por mencionar algunas.

Estas técnicas siguen teniendo algunas limitaciones: la microscopia de fluorescencia
requiere la introduccién de fluoréforos que pueden ser toxicos para el tejido que se
estudia. La irradiacién continua de luz ultravioleta, puede causar dano al tejido y
hacer que la eficiencia de emision de los fluoréforos decaiga considerablemente con el
tiempo (fenémeno llamado fotoblanqueo) entre otros (Masters, 2005).

Debido a esto, en los 1ltimos anos se han propuesto nuevas técnicas de microscopia
basadas en el uso de efectos nolineales observables con relativa facilidad con pulsos de
laser ultracortos, que pretenden superar algunas de las limitaciones de la microscopia
convencional. El empleo de pulsos ultracortos, permite ver estos efectos nolineales sin
depositar demasiada energia en las muestras, evitando un posible dano. Algunos ejem-
plos son: microscopia CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering), microscopia
por generacién de segundo arménico, microscopia de fluorescencia por absorcion de
dos fotones, etc. La microscopia CARS y la microscopia por generacién de segundo
armoénico, son técnicas que no usan tintes para generar una imagen. Debido a esto,
los especimenes no sufren fototoxicidad o efectos de fotoblanqueo, que son limitantes
tipicos de la microscopia de fluorescencia.

La microscopia de fluorescencia por absorcion de dos fotones, estd basada en que

una molécula fluorescente puede ser excitada por la absorcién simultanea de dos fo-



tones. En este caso, un fotéon por si s6lo no puede ser absorbido, debido a que su
energia no es suficiente para excitar a un fluoréforo! y a causa de esto, no se genera
fluorescencia. Sin embargo, si la irradiancia luminosa es alta, existe una probabilidad
finita de encontrar otro fotén en la misma posicién y al mismo tiempo (dentro de un
margen de 107!% s), que permita llevar a la molécula hasta su estado excitado. No
es sorprendente que esta absorcién simultanea tenga una probabilidad muy pequena
para irradiancias moderadas. Para tener una idea de céomo es la tasa de absorcién
por dos fotones; una molécula de Rodamina B absorberd un fotén aproximadamente
cada segundo con la irradiancia del sol, pero absorbera dos fotones una vez cada 10
millones de anos (Denk y Svoboda, 1997). Esto es porque la probabilidad de absorcién

de dos fotones es proporcional al cuadrado de la irradiancia de excitacién. Por tanto,

Plano

Focal

Figura 1. Localizacién del volumen de fluorescencia de un haz enfocado en una muestra
fluorescente: a) excitacién inducida por absorcién de un fotén, b) excitacién inducida por
el proceso de absorcién de dos fotones.

para generar fluorescencia por absorcion de dos fotones de forma eficiente, se necesitan

fuentes de luz con irradiancias pico muy altas, como los laseres de pulsos ultracortos.

1'Un fluoréforo o fluorocromo, por analogia con los croméforos, es un componente de una molécula

que hace que ésta sea fluorescente (Lakowicz, 2006).



Tales laseres pueden ser operados usando potencias promedio bajas, por ejemplo, unos
cinco ordenes de magnitud més bajos que las usadas en microscopia confocal. Entre las
ventajas de la fluorescencia por absorcion de dos fotones, esta el hecho que la irradian-
cia de las muestras se hace con luz infrarroja, lo que evita la foto-toxicidad. Debido a
que la excitacién es sélo eficiente para irradiancias altas, cuando se usa un haz fuerte-
mente enfocado (lo usual en un microscopio de barrido), la senal solo provendra de un
volumen muy pequenio alrededor del plano focal (Diaspro y Sheppard, 2002; Masters,
2005). En contraste con la microscopia de fluorescencia convencional, la senal proviene
de todo el volumen iluminado del espécimen, como se muestra en la figura 1 (Zipfel
et al., 2003). Esto implica una mejor resolucién axial para el caso de absorcién de dos
fotones, que permite la obtencién de imégenes tridimensionales (Lakowicz, 2006). La
microscopia confocal resuelve este problema permitiendo aumentar la resolucién axial,
pero generalmente a un costo de senal mas débil. Esto implica tiempos de adquisicion

de imagenes més largos o una relacion senal a ruido mas baja.

I.4 Objetivos de la tesis.

El objetivo principal de este trabajo de tesis es estudiar la emisiéon de fluorescencia en
pigmentos organicos inducida por el proceso de absorcién de dos fotones, usando pulsos
de luz ultracortos. Este proceso es importante para la implementacion de técnicas
novedosas en microscopia por procesos nolineales. Por lo que para lograr este objetivo

necesitamos cumplir los siguientes objetivos particulares:

e Determinar los mecanismos fisicos que influyen en la eficiencia de la fluorescen-
cia por absorcion de dos fotones, asi como la dependencia con la irradiancia de

bombeo y otros parametros de operacion.



e ver si hay diferencias entre la fluorescencia obtenida por absorcién de un fotén y

con la obtenida por absorcién de dos fotones.

e Caracterizacién de la respuesta nolineal de los pigmentos y determinacion de los

coeficientes nolineales asociados

I.5 Estructura de la tesis.

Este trabajo de tesis esta desarrollado en 5 capitulos. En el primer capitulo se presenta
una breve introduccion sobre la 6ptica nolineal y el uso de laseres pulsados, asi como
algunos fenémenos nolineales que incluyen el proceso de absorcion de dos fotones. Se
mencionan también las técnicas de microscopia basadas en fenémenos pticos nolineales,
como la microscopia por absorcién de dos fotones.

En el capitulo II, se presentan las propiedades épticas y electrénicas de materiales
organicos, asi como los mecanismos de excitacién y de emisién. También se presenta una
descripcion sobre los pigmentos utilizados y su método de preparacién. Al final se hace
una descripcién tedrica del fenémeno de absorcién nolineal y se discute la determinacion
de la seccion transversal de absorcién de dos fotones.

El capitulo III contiene una descripcion de los sistemas usados para la obtencién
de los espectros de fluorescencia inducidos por el proceso de absorcion de un foton y
por absorcién de dos fotones. Se muestran los resultados de emision obtenidos con los
sistemas empleados, en donde se estudiaron las caracteristicas de emisién para algunos
parametros de operacion. Al final de este capitulo se presenta una comparacién de los
espectros de fluorescencia obtenidos con las dos distintas formas de excitacion, es decir,
por absorcién de un fotén y por absorcién de dos fotones.

En el capitulo IV se presenta un estudio de la respuesta 6ptica nolineal de los
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pigmentos estudiados. Se caracteriza la absorcién nolineal producida por el fenémeno
de absorcién de dos fotones utilizando la técnica de z-scan abierto. También, para
completar el estudio de la absorcion nolineal de las muestras, se presentan los resultados
de un estudio sobre la caracterizacién del haz utilizado en los experimentos.
Finalmente, en el capitulo V se mencionan las conclusiones obtenidas en este trabajo

de tesis.
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Capitulo II

MATERIALES ORGANICOS.

En este capitulo se presenta una descripcion de la estructura quimica de los pigmentos
organicos conjugados, asi como de las caracteristicas electronicas y opticas que son
consecuencia de esta estructura. Dichas caracteristicas nos serviran para entender los
mecanismos fisicos de absorcion y emision de luz que son objeto de este trabajo de
tesis. Esta descripcion incluye el proceso de absorcion nolineal que se observa bajo la

excitacién de luz intensa de la longitud de onda adecuada.

II.1 Pigmentos organicos

Un pigmento organico es un compuesto formado por enlaces covalentes perteneciente a
los hidrocarburos, los cuales se dividen en dos grupos: los saturados y los insaturados.
El grupo de los saturados se distingue por tener sélo enlaces sencillos, mientras que los
insaturados tienen enlaces dobles o enlaces triples, los que tienen una gran influencia
sobre las propiedades espectroscopicas del material. Existen compuestos que estan for-
mados por enlaces sencillos y dobles alternados, los cuales se conocen como compuestos
conjugados. Los pigmentos orgénicos, en un sentido estricto, son compuestos conju-
gados dobles (también son conocidos como materiales m conjugados), que usualmente
tienen una banda de absorcién en la parte visible del espectro electromagnético (Schéfer

et al., 1973).
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I1.2 Propiedades electrénicas

La formacion de enlaces covalentes se puede entender con base a la teoria cuantica de
orbitales moleculares. Segun esta teoria, cuando se forma una molécula los orbitales
atomicos pierden su individualidad y se transforman en orbitales moleculares, que son
orbitales que dejan de pertenecer a un solo nicleo para depender de dos o mas nicleos.
El tratamiento matemaético utilizado para el calculo de los orbitales moleculares es
un método de combinacién lineal de orbitales atéomicos, que considera que el orbital
molecular es el resultado de la suma o resta de los dos orbitales atémicos implicados.
El caso mas sencillo de los enlaces moleculares, esta en la interaccién de dos atomos
con un sélo orbital atémico (orbital s) que resulta en un orbital o. Los electrones en
un enlace o se encuentran simétricamente distribuidos alrededor del eje internuclear
y tienen un grado de deslocalizacion muy pequeno, lo que indica que los electrones

implicados se encuentran fuertemente ligados a su ntcleo, como se muestra en la figura

S S o]

Figura 2. Formacién del orbital molecular sigma a partir de los orbitales atémicos individuales
s.

2.

De acuerdo con el principio de exclusion de Pauli, los dos electrones que ocupan el
orbital molecular deben tener espines opuestos para poder agruparse en el enlace molec-
ular, de lo contrario, formardn un antienlace molecular (denotado con *). Asimismo,
en el orbital enlazante, la densidad electrénica se concentra simétricamente en la region

comprendida entre los dos nicleos, es decir, la maxima probabilidad de encontrar los
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electrones se tiene en dicha zona, donde son mas atraidos electrostaticamente por ambos
nucleos, disminuyendo asi la energia del sistema. Los electrones situados en un orbital
o tienden a mantener unidos los dos nicleos de los atomos a los que pertenecen. Otro
tipo de enlace molecular ocurre cuando dos orbitales p se superponen con sus ejes de
simetria paralelos para constituir al enlace m. Como los orbitales p tienen dos 16bulos,
uno negativo y otro positivo, la orientacién en la unién de los orbitales atomicos es
importante para la formacién del orbital w. El orbital molecular m se muestra en la

figura 3.

P P Enlace n

Figura 3. Formacién del orbital molecular pi a partir de los orbitales atémicos individuales
p.

En la formacién de moléculas poliatomicas, determinados elementos quimicos es-
tablecen enlaces covalentes, en donde se crean configuraciones electronicas diferentes
que no son previstas por la configuracién electronica de los atomos. Para explicar esto,
debemos introducirnos en la teoria de hibridacion, que explica esto como una mezcla
en el orden de los electrones entre orbitales de un &tomo, creando una configuracion
electrénica nueva; es decir, una mezcla de orbitales no equivalentes como s y p. Como
consecuencia de esta mezcla, un orbital hibrido no es un orbital atémico puro.

En las moléculas organicas, la hibridacién del carbono juega un papel importante
va que sufre varios tipos de hibridacién (sp, sp* y sp?), es decir, puede reacomodar
sus electrones del mismo nivel de energia del orbital s al orbital p (Morrison y Boyd,

2005). Debido a que el carbono tiene 4 electrones desapareados, es tetravalente, lo
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que resulta util en la formacién de enlaces moleculares en la cadena de una molécula
organica en combinacion con el hidrégeno (Roberts y Caseiro, 1963). Para ejemplificar
la. hibridacién sp*, usaremos al metano, el hidrocarburo saturado més sencillo, cuya
formula molecular es C'Hy, que consiste en un atomo de carbono con cuatro orbitales
y que se traslapa con los orbitales s de cuatro atomos de hidrégeno para formar cuatro

enlaces o fuertes carbono-hidrégeno, como se ve en la figura 4.

Figura 4. Representacién de la molécula de metano y los enlaces moleculares que la
mantienen.

Otro ejemplo de formacién de enlaces moleculares, es la hibridacién sp? del carbono
en la molécula de etileno, que es el alqueno mas sencillo. El etileno posee dos atomos
de carbono y cuatro de hidrégeno (CoHy ), por lo que los dos dtomos de carbono estan
unidos entre si por un enlace doble (un enlace 7 y otro ¢) y cada uno unido a dos dtomos
de hidrégeno en un enlace 0. Cada carbono utiliza uno de los tres orbitales hibridos que
posee para formar un enlace o con el otro atomo de carbono, y los dos orbitales hibridos
restantes para traslaparse con los orbitales s de dos atomos de hidrégeno, forméandose
asi cuatro orbitales moleculares o carbono-hidrogeno. La molécula de etileno consta,
por tanto, de cinco enlaces fuertes de tipo o, uno de ellos carbono-carbono y cuatro

carbono-hidrégeno, mientras que también se forma un enlace 7 con los orbitales Py de
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cada carbono. La figura 5 muestra la naturaleza de los enlaces formados en la molécula

de etileno.

Figura 5. Representacién de la molécula de etileno y los enlaces moleculares simples y doble.

En el orbital 7 los electrones estan débilmente amarrados a sus atomos, por lo que
tienen un alto grado de deslocalizacion y se distribuyen como nubes electréonicas por
encima y debajo del plano del enlace, formando lo que llamamos el enlace doble (un
enlace m y un enlace o como se ve en la figura 5) y el enlace triple (dos enlaces 7
y un enlace o). Para moléculas orgédnicas con cadenas mas largas, que incluyen una
mayor cantidad de dtomos de carbono y de hidrégeno, la hibridacion del carbono juega
un papel importante, ya que puede dar una mayor estabilidad a la molécula con los
enlaces o permitiendo la deslocalizacién de los electrones 7 en la molécula. A esto se
le conoce como conjugacion y se puede ver como la alternacion de enlaces sencillos y
multiples en la molécula (ver figura 6). Normalmente, debido a su fécil deslocalizacion,
los electrones 7 son los que determinan la respuesta de los materiales m-conjugados a
la iluminacién con luz. Un pigmento es entonces un compuesto organico que posee
ligaduras dobles o triples conjugadas y cuya respuesta electronica genera bandas de

absorcién en el visible.
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CH;—CH,—CH,— CH;  umo

CH;—CH=CH—CH;  Buen

CH;—C=C—CH, Butino

CH3=CH—CH=CH3 Butadieno

Figura 6. Cadenas de moléculas organicas. El butano tiene una cadena no conjugada,
mientras que los tres restantes son cadenas conjugadas al tener sus enlaces sencillos y
multiples alternados.

I1.3 Propiedades 6pticas

En los compuestos organicos, la estructura de estados de los materiales conjugados
(conjugacion m) se puede explicar desde un punto de vista simplificado mediante un
modelo de gas de electrones libres, ya que el calculo cuantico de los niveles de energia
de una molécula es complicado por contar con muchos atomos. Este modelo se basa en
que las moléculas de pigmento son esencialmente planas con todos sus atomos situados
en la cadena conjugada en un plano comun, y unidos con enlaces o. A su vez, los
electrones 7 tienen un nodo en el plano de la molécula y forman una nube de cargas
arriba y abajo del plano a lo largo de la cadena conjugada. En primera aproximacion,
el potencial electrostatico que sienten los electrones m moviéndose en el campo a través
de la molécula puede ser considerado constante, siempre y cuando las longitudes de los
enlaces entre los &tomos sean las mismas.

Asumimos que este potencial electrostatico se mantiene constante en toda la cadena
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Figura 7. Cadena de una molécula de pigmento de cianina vista desde: a) arriba, b) de
lado. c) Energia de potencial V de un electrén pi moviéndose a lo largo de la cadena de la
molécula, d) energia de potencial simplificada con longitud L de la molécula.

conjugada de la molécula, que se extiende aproximadamente una longitud L (ver figura
7). Entonces la energia del enésimo eigenestado de un electrén estd dada por E, =
h*n?/8mL? donde h es la constante de Planck, m es la masa del electrén y n es un
nimero entero. De acuerdo al principio de exclusion de Pauli, cada estado puede
ser ocupado por dos electrones. Asi, si se tienen N electrones, los N/2 estados mas
bajos estaran ocupados con dos electrones cada uno, mientras que los estados més altos
estardn vacios (N es normalmente un nimero par). La absorcién de un fotén de energia
E = hco/ A (donde A es la longitud de onda de la radiacién absorbida y ¢q es la velocidad
de la luz en el vacio) hace que un electrén pase del estado ocupado més alto (HOMO,
Highest Occupied Molecular Orbital, por sus siglas en inglés) al estado desocupado mas
bajo (LUMO, Lowest Unoccupied Molecular Orbital, ideem). La longitud de onda de

absorcion mas larga corresponde a una transiciéon entre el HOMO y el LUMO con
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AFE,,;, dada por la ecuacién 3:

h2
AE i = W(N +1), (3)

donde el HOMO es el estado N/2 y el LUMO es el estado N/2 + 1. Desde el punto
de vista de la longitud de onda, esta relacion implica que esta transicion corresponde a
una \,,., dada por:

Smcy L?
Amaz = —— . 4
h N+1 (4)

Esto indica que a primera aproximacion la posicién de la banda de absorcion esté
determinada solo por la longitud de la cadena y el nimero N de electrones m en la
molécula.

Como las moléculas de pigmento contienen un nimero par de electrones debido a
la naturaleza de sus enlaces, los posibles estados originados tendran espin total S = 0
(espines antiparalelos) o S = 1 (espines paralelos) dando por tanto origen a dos ramas
de estados, una de estados singuletes (S,) y otra de tripletes (7). El modelo de
electrones libres también da una explicacién simple sobre la posicion de los estados
tripletes respecto a los singuletes. En general, los niveles 7T;, tendran energias menores
a las de los niveles S, correspondientes (figura 8). Las transiciones radiativas de un nivel
singulete a uno triplete son fuertemente prohibidas (AS = 1) y por tanto, con vidas
medias muy largas, lo que puede producir poblaciones apreciables en estados tripletes
metaestables.

Cuando las moléculas de pigmento son excitadas, puede presentar luminiscencia, es
decir, la emision de luz. La luminiscencia estd formalmente dividida en dos categorias,

la fosforescencia y la fluorescencia. Normalmente, el electrén pasa del estado base
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(Sp) a su primer estado singulete excitado (S;) conservando la misma orientaciéon de
espin. Debido a que la transicién es permitida por espin (AS = 0), el estado excitado Sy
decae rapidamente a Sy emitiéndose un foton. La tasa de fluorescencia es tipicamente de
108571, asf que el tiempo de vida de fluorescencia tipica es cercano a 10 ns. Normalmente
la transiciéon de S a 17 es prohibida, pero debido a que la diferencia de energias es muy
pequena, la probabilidad de transicién es finita (proceso conocido como intersystem
crossing). La transiciéon T; a Sy es prohibida por espin, por lo que la vida media del
estado T es muy larga, de pus a s. El decaimiento de T} puede ir acompanado de

emision de luz con vida media muy larga, llamada cominmente fosforescencia.

~

Energia

>
osforescencia

Infersystem
crossing

Distancia interimclear

Figura 8. Diagrama de niveles y transiciones de energia de una molécula de pigmento.

Cada estado electrénico tendra a su vez una serie de subniveles vibracionales. En
primera aproximacion, se puede considerar a la molécula como un oscilador armonico,
por lo que cada estado tendra una forma parabdlica. Para cada estado electronico, los
fluoréforos pueden existir en un ntimero de niveles de energia vibracionales descritos en

la figura 8 para cada estado energético como lineas horizontales. Las transiciones entre



20

estados electronicos son descritas como lineas punteadas para ilustrar la naturaleza in-
stantanea de la absorcion y emision de luz. Estas transiciones ocurren en alrededor de
1071 s, un tiempo muy corto para un desplazamiento significativo de los nicleos, por
lo que la transicién es representada por una linea vertical en el diagrama. Este es el
principio de Franck Condon (Valeur, 2002). Cldsicamente la transicién ocurre cuando
las distancias entre los nicleos son iguales a las longitudes de enlace de equilibrio de
la molécula en el estado base vibracional. Mientras la transicién estda en progreso, la
posicion de los nicleos sigue sin alterarse por lo que estos no se aceleran, consecuente-
mente la transicion termina donde la linea vertical desde el estado base interseca a la
curva de energia potencial en el estado excitado mas bajo. En cuanto la transicién se
completa, la molécula empieza a vibrar, lo que explica el corrimiento (Stokes) entre los
picos de absorcién y emision (Valeur, 2002; Lakowicz, 2006). La diferencia energética
entre Sy v 57 es lo suficientemente grande para que no exista una poblacion térmica de
S1, es por esta razén que se usa luz y no calor para provocar la emisién de luz (fluo-
rescencia) en las moléculas de pigmento. Una consecuencia interesante de la emisién a
estados vibracionales altos, es que el espectro de emisién es tipicamente una imagen de
espejo (ver figura 9) de la absorcién por la transiciéon Sy — Si, esta similitud ocurre

porque la excitacién electronica no altera grandemente la geometria nuclear.

II.4 Materiales estudiados

Los materiales estudiados en este trabajo son dos pigmentos laser que fueron selec-
cionados de entre un grupo de cinco pigmentos con los que se cuenta en el laboratorio.
Se escogieron los pigmentos con una absorcién apreciable alrededor de 410 nm, lo que

implica una probabilidad alta de ser excitados por el laser de femtosegundos a 820 nm



21

— Adbsorcion
|\ — Heisicn

Iniensidad (ua)

Langitud de anda (nm)

Figura 9. Espectros de absorcidén y emisién de un pigmento orgdnico.

con que se cuenta en el laboratorio, mediante el proceso de absorcién de dos fotones.
Los pigmentos son: dicianometileno o DCM (de ahora en adelante nos referiremos a
este pigmento como DCM) y cumarina 480 cuyas estructuras quimicas se muestran en

la figura 10.

Gi6H;7NO, CoH;7N;
MW: 255.23 MW: 303.36

0
(CH;), N CH=—CH

a) CH, b) NC-~ SCN

Figura 10. Estructura quimica de los pigmentos utilizados: a) Cumarina 480, b) DCM.

Los pigmentos que se estudian comtinmente son usados como medios activos para
generar luz laser y generalmente se encuentran disueltos en solucion liquida. Las car-

acteristicas de estos materiales se muestran en la tabla I.

Las muestras de estos materiales fueron disueltas en metanol y contenidas en cubetas
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Tabla I. Caracteristicas fisicas de los pigmentos utilizados.

Pigmento DCM Cumarina 480
Apariencia Rojo cristalino  Amarillo cristalino
Méximo de absorcién (nm) 472 389
Absorcién molar (Lmoltem™!) 4.25 x 1078 2.15x 1078
Maximo de fluorescencia en etanol (nm) 644 465

de vidrio optico de 1 mm de espesor para su estudio. Las muestras en solucion facilitan

el estudio de la respuesta nolineal al igual que el estudio de la eficiencia de fluorescencia.

I1.4.1 Preparaciéon de las muestras.

Existen concentraciones sugeridas para las soluciones que se usan en laseres de pig-
mento. Estas concentraciones son tipicamente de 1073 M a 10=* M en soluciones en
metanol. Debido a esto, las concentraciones que decidimos usar, son cercanas a las que

se muestran en la tabla II, que garantizan una absorcion casi total de la luz de bombeo.

Tabla Il. Concentraciones de la soluciones en metanol de los pigmentos utilizados.

Pigmento / Concentracién |  C; (M) Cy (M)

DCM 1.31 x107* 2x 1073

Cumarina 480 234 x107* 2x1073

Dichas soluciones fueron preparadas en 50 ml de metanol con grado reactivo en un

matraz aforado de acuerdo a la relacion M = molsouto/ Ltsoucion ¥ basdndonos en el
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peso molecular (gr/mol) de la sustancia para la cantidad de moles de soluto que se

necesitan.

11.4.2 Espectros de absorcion.

En la figura 11 se muestran los espectros de absorcién para los pigmentos utilizados,

medidos en una cubeta de vidrio éptico de 1 mm de espesor. Estos espectros de

absorcién en el visible y cercano infrarrojo fueron tomados con un espectrémetro marca
HACH, modelo DR /4800, con una resolucién de 0.1 nm en el intervalo de 190 a 1100

nm y que usa una fuente de Tungsteno y Deuterio.
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Figura 11. Espectro de absorcién para los pigmentos: cumarina (o) y DCM (+). Para estas
mediciones se usé la concentracién C'; de cada pigmento en cuestidn.

El espectrémetro utilizado, mide la transmitancia 7" de la muestra y presenta, como

resultado, la densidad éptica (OD) o absorbancia, definida como:

T =10"9P,
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A través de la ley de Lambert-Beer, la transmitancia puede escribirse en términos
del coeficiente de absorcién lineal «, de la siguiente manera:

T=e"k

, (6)
donde L es el espesor de la muestra bajo estudio (en nuestro caso, es el espesor de la
cubeta). Por lo que el coeficiente de absorcién se puede obtener de las ecuaciones 5 y
6 como funcién de la densidad optica:

~ ODIn(10)

a=—"" (7)

Para soluciones, claramente se tiene que tanto o como OD son funcién de la con-
centracién del soluto. Debido a esto, se utiliza el coeficiente de extincién molar € del

soluto, que esta definido a través de:

T =107k, (8)

donde ¢ es la concentracién de la solucién. El coeficiente de extinciéon molar es una
propiedad del soluto directamente relacionada con la seccion transversal de absorcion,
que determina cuén eficiente es el material para absorber luz de una longitud de onda
dada y es independiente de la concentracién. La figura 12 muestra este parametro para

los pigmentos utilizados.

I1.5 Absorcion nolineal.

De la ley de Lambert Beer (ecuacién 6) se observa que la irradiancia de salida es lin-

ealmente proporcional a la irradiancia de entrada, como se muestra graficamente en
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Figura 12. Espectros de extincién para los pigmentos: cumarina (o) y DCM (+).

la figura 13. Para irradiancias altas, la respuesta de los materiales se desvia de este
comportamiento lineal. Para ciertos materiales, usualmente con transmitancia lineal
(Thinear) baja, ésta aumenta para irradiancias de entrada (I.,;) altas. A este compor-
tamiento se le conoce como absorcién saturable y el mecanismo fisico que produce este
comportamiento es la poblacién de estados excitados por absorcion en resonancia, en
la que la promociéon de una porcion significativa de poblacion al estado excitado hace
que disminuya la poblacion del estado base, por lo que la absorcién disminuira y la
transmitancia se incrementara (ver figura 14).

Para otros materiales, usualmente con 1j;,.. alta, la transmitancia disminuira con
el incremento de la irradiancia de entrada. A este comportamiento se le conoce como
absorcién inducida, absorcién saturable inversa ¢ absorcién multifoténica. Los mecan-
ismos fisicos responsables pueden ser la absorcién de estados excitados o la absorcion

de dos fotones.
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Figura 13. Comportamiento de la transmitancia ante irradiancias bajas en un material.

La absorcion de dos fotones es un proceso 6ptico nolineal de tercer orden y el co-
eficiente nolineal relevante es proporcional a Imy® (generalmente lejos de resonancia
con irradiancias altas). En este proceso dos fotones altamente coherentes pueden ser
simultaneamente absorbidos en el mismo evento cuantico. La energia de los fotones su-
perpuestos puede promover a uno de los dtomos o moléculas al estado excitado (figura
?7), dando como resultado un aumento en la absorcién del material o una disminucién
en la transmitancia como se muestra en la figura 14b.

Para calcular como es la transmitancia nolineal es necesario calcular la propagacion
de la luz a lo largo del medio nolineal. Para esto, consideremos un material con una

polarizacion nolineal de tercer orden dada por:
Py, = cox?|EI’E. (9)

El calculo de la propagacién, consiste en escribir las ecuaciones de Maxwell en

conjunto con esta ecuacién constitutiva (9), para deducir una ecuacién de onda que
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Figura 14. Comportamiento de la transmitancia ante irradiancias altas en un material.
a)Absorcién saturable, b)Absorcién inducida.

resulta en:

n 0°E 0°P
VIE(r ) = 5 5 (1) = o~ (1), (10)

Emplearemos un campo incidente cuasi-monocromatico de frecuencia w, con envol-
vente £ dependiente de la posicién y del tiempo, y con direccion de propagaciéon en
z.

E = %[5(7", t)e'==h 4 c.cl. (11)

La evolucién de la envolvente £(z) cuya polarizacién nolineal oscila a la misma
frecuencia w del campo incidente, a través de la ecuacién de onda (10), esta dada por
la expresion:

o0& w

ge _ Mo Y )2
P QS—HQCTLOX IE|E. (12)

Para ver los cambios que se generan en amplitud y fase de la onda incidente debido
a la polarizacién resultante, tomaremos la envolvente £(r,t) = Ae'® (con amplitud A y
fase @) del campo eléctrico y lo sustituiremos en la ecuacién 12, usando explicitamente
la forma de £ en términos de la amplitud y de la fase. El resultado de la evolucion de

la envolvente del campo eléctrico en términos de la amplitud y de la fase, separando
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parte real e imaginaria, es:

dA Qp w
— = _—2A - —— Imy®A3 1
dz 2 2¢cng X ’ (13)
y
d¢ w (3) A3
— = A°.
dz  2cng fiex (14)

La ecuacién 13 permite calcular los cambios de la amplitud A en propagacion a
través del medio y la ecuacién 14 permite calcular los cambios en fase en propagacion
producidos por la refraccion nolineal, pero ésta, no sera objeto de estudio en este
caso. Utilizaremos la irradiancia en lugar de la amplitud del campo para conocer
dichos cambios en amplitud, donde la irradiancia I = gocng|E|?/2 = gocngA?/2. Si
sustituimos el valor de A% y multiplicamos por un factor de 2A en la ecuacién (13)
se puede encontrar que la razén de cambio para la irradiancia en propagacion esta

gobernada por:

Imx® 12, (15)

donde se toma en cuenta el coeficiente de absorcién lineal ag y ademaés, si introducimos
el coeficiente de absorcién de dos fotones 3 = 2k/(ceong) Imx®) = 47 /(Xoceond) Imx ),
la ecuacion 15 se reduce a:

dl

o= —aol = I = ~I(ao + A1). (16)

El factor entre paréntesis en la ecuacion 16 representa el coeficiente de absorcion

efectivo del material que puede expresarse como funcién de la irradiancia:

o(I) = ap + BI. (17)
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La soluciéon a la ecuacion diferencial para la irradiancia a través de una longitud L

de la muestra (ecuacién 16), con la condicién inicial de Iy = I(z = 0) es:

[Oe_O‘OL

I(z=L)=—2"

(18)

donde L. = (1 — e L) /g es el espesor efectivo de la muestra y que tiende a L
cuando la absorcién lineal tiende a cero (g — 0). Esta expresion permite describir la
absorcién de la muestra para irradiancias altas considerando la contribucion nolineal de
Imx®); sin embargo, para irradiancias muy altas es posible que exista una contribucién
de diferentes procesos al fenémeno de absorcién nolineal, tal como absorcion de tres o
més fotones y/6 formacién de excitones, etc.

Entonces, un pigmento organico con dos ramas de estados puede ser excitado susti-
tuyendo de un foton de alta energia por dos fotones de baja energia, usando tinicamente
irradiancias altas (ver figura 15), ya que el proceso de absorcion se vuelve funcion de
la irradiancia como se ve en la ecuacion 17. Una vez en el estado excitado, la molécula

podra emitir un fotén de fluorescencia, independientemente del modo de excitacion.

A @
Ox: ﬁmf NAA ?ia)f
ANA -——
o,
E, o — E=F—
EC{)H:E E2_Ef 2%&)2P2E2'E1

Figura 15. Exitacién y emisién de un material con dos niveles de energia usando: absorcién
de un fotén de alta energia (izquierda) y absorcién de dos fotones de baja energia (derecha).
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Capitulo III

FLUORESCENCIA POR ABSORCION
DE DOS FOTONES

Los pigmentos escogidos para los experimentos, fueron sintetizados para usarse como
medios laser, por lo que tienen una alta eficiencia de fluorescencia. Dentro de los
pigmentos disponibles, escogimos los que presentan absorcion significativa a 410 nm,
porque implica que tienen una resonancia para el proceso de absorcion de dos fotones a
la longitud de onda del ldser de Ti:zafiro con el que contamos. Esta resonancia (a uno
y a dos fotones) hace que el proceso de fluorescencia que se desea observar tenga una
alta eficiencia.

En este capitulo presentamos un estudio experimental del proceso de fluorescencia
por absorcion de dos fotones, usando pulsos de femtosegundos en el infrarrojo cer-
cano. Este estudio incluye la caracterizacion de la potencia y el espectro de emision
como funciéon de distintos parametros del laser. Se incluye también una caracterizacién
de la fluorescencia obtenida bombeado directamente con fotones a 410 nm, obtenidos

utilizando el segundo arménico del laser.

III.1 Dispositivo experimental.

Los experimentos realizados constan de dos partes, en la primera se obtuvieron es-
pectros de fluorescencia por absorciéon de un sélo fotén, que llamaremos fluorescencia
convencional, en donde la excitacion es producida con luz de una longitud de onda

cercana al pico de absorcién del pigmento, es decir, una longitud de onda corta. Para la
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fluorescencia por absorcion de dos fotones, las pruebas realizadas se hicieron mediante
excitacién por fotones de baja energia o de longitud de onda larga. Ambos dispositivos
experimentales usan el laser pulsado en el régimen de femtosegundos disponible en el
laboratorio. El laser usado es un ldser de modos amarrados (mode-locked) de Ti:zafiro
que permite obtener pulsos de muy corta duracién en el régimen de femtosegundos.
Este es un modelo N JA-4 fabricado por CLARK-MXR, INC. (USA) y es bombeado
por un laser continuo de 5 W a una longitud de onda de 532 nm. Los pulsos produci-
dos estan centrados alrededor de 820 nm, y una frecuencia de repeticion de 94 M H z,
con una potencia promedio maxima de 310 mWV, esto equivale a una energia por pulso

méxima de E, = 3.3 nJ aproximadamente. Para analizar y medir los espectros se usa

].2 T T T T
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Figura 16. Espectro de los pulsos del ldser de Ti:zafiro. La linea continua (-) es el ajuste
gaussiano tedrico a los datos experimentales (o).

un espectrémetro modelo USB 4000 (OCEAN OPTICS) con una resolucién de 0.3nm
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y con un rango de 400 a 900 nm. El espectro de los pulsos del laser se muestra en la
figura 16, este tiene una forma gaussiana centrada en A = 828nm, con un ancho espec-
tral FWHM (full width at half maximum, FWHM, por sus siglas en inglés) A\ = 17
nm.

Para caracterizar la duracion de los pulsos, es necesario utilizar técnicas basadas en
procesos épticos nolineales, ya que las técnicas convenciones no funcionan a esta escala
de tiempo. En este caso, usamos la técnica de autocorrelacién optica que considera el
caso limite, donde la senial tiene que ser usada también como referencia para medirse
a si misma (Diels y Rudolph, 1996). En esta técnica se generan dos replicas del pulso
mediante un divisor de haz y se utiliza una como senal y la otra como referencia, con

un retardo variable entre ellas (figura 17). Los pulsos se traslapan espacialmente y se

Espejo 1

Pulsos

Detector

Figura 17. Esquema del sistema de autocorrelacion, cuyo espejo que se encuentra en la
horizontal, genera un retraso en el pulso que se quiere medir.

les hace incidir en un material con una nolinealidad instantanea, como la generacion
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de segundo armonico, fluorescencia o absorcién de dos fotones. La senal obtenida como
funcién del retraso entre los pulsos 7 es proporcional a la autocorrelacion en intensidad

A(7), la cual esté definida por:

A(r) = /OO I(t)I(t — 7)dt, (19)

con I(t) la envolvente temporal de la irradiancia de los pulsos (Garcia Arthur et al.,
2003).

La autocorrelacién en intensidad tiene una desventaja, y es que provee muy poca
informacion acerca de la forma del pulso, y nada acerca de la fase del campo eléctrico.
Para pulsos con envolvente conocida, el ancho temporal de autocorrelacion en intensidad
nos permite determinar la duracién del pulso, mediante una relacién de proporcionali-
dad sencilla (Diels y Rudolph, 1996). El factor numérico (ver tabla III) que relaciona
ambas duraciones, depende de la forma especifica del perfil temporal del pulso. Para
laseres de femtosegundos, los perfiles més utilizados son el gaussiano y el de secante

hiperbdlica, definidos como:

I(t) = Ioe /75, (20a)

I(t) = Ipsech®(t*/72), (20b)

siendo 20a la ecuacién que representa al perfil gaussiano, mientras que 20b es para la
secante hiperbdlica. Para el perfil gaussiano, 7, es la duracién de E(t), mientras que

7, es la duracion del perfil de secante hiperbdlico, ambas medidas a HW1/eM.

En la figura 18 se muestra la traza de autocorrelacion para los pulsos del laser de
femtosegundos del laboratorio, que se obtuvo mediante un autocorrelador basado en

absorcién de dos fotones en un LED (Garcia Arthur et al., 2003). Con base a la tabla
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Tabla Ill. Relacién entre los anchos de los pulsos de ldseres de femtosegundos para envol-
ventes conocidas en la autocorrelacion.

Envolvente [rradiancia Campo E  Autocorrelacion
(FWHM) (FWHM) de 2% orden
Gauss t =227 0uss  Tp= V2L, Toute = V2t

Sech t =1.763Tsen  Tp= 1495,  Touo = 1.542t

IIT y a la envolvente de la traza de autocorrelacion obtenida, se puede determinar el
ancho temporal de los pulsos del laser de Ti:zafiro, considerando que los pulsos tienen
una forma de sech?. Si Tquwo = 120 fs, entonces, el ancho temporal del pulso es de
t="18 fs.

El ancho espectral y el ancho temporal del pulso, estan mutuamente relacionadas

por la transformada de Fourier, de manera que para un pulso se cumple que:
t,Av > C)| (21)

donde t es duracién del pulso y C' es una constante numérica que depende otra vez de
la forma del perfil temporal del pulso. El ancho espectral Av puede relacionarse con el

ancho en longitud de onda A\ y la velocidad de la luz ¢, a través de:
Av = cAN/ N2, (22)

La desigualdad 21 puede interpretarse como consecuencia del principio de incertidum-
bre; entre mas ancho sea el espectro, mas corto puede ser el pulso, siendo precisamente
este limite el valor de la constante C' (Diels y Rudolph, 1996). Para una distribucién
gaussiana C' = 0.441, mientras que para una distribucién de secante hiperbdlica, se
tiene un valor de C' = 0.315. La igualdad en la expresién 21, se cumple para pul-

sos sin ninguna modulacién temporal de fase, llamados limitados por transformada de
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Figura 18. Traza de autocorrelaciéon en intensidad de los pulsos de femtosegundos del laser
de Ti:zafiro.

Fourier, y los pulsos con una mayor o menor componente de modulacién temporal de
fase, tendran un producto A7Av mayor a este limite inferior.

Entonces, para saber si los pulsos del laser de Ti:zafiro estan alejados de un pulso
limitado por transformada de Fourier, sustituimos los valores experimentales encontra-
dos y el resultado es de C' = 0.577, un valor mayor a C' = 0.315 para pulsos con perfil
de secante hiperbodlica. Esto nos indica que los pulsos tienen una modulacién temporal

de las componentes en frecuencia.

III.1.1 Fluorescencia por absorcién de un foton.

Para los experimentos de fluorescencia, se usaron los pigmentos organicos DCM y cuma-

rina 480, cuyas caracteristicas se mostraron en la seccion 2.4 del capitulo anterior, y
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cuyos espectros de absorcion se muestran en la figura 11. Las bandas de absorcion de
estos son compatibles con 410 nm (el segundo arménico 2w de la longitud de onda del
laser de Ti:zafiro) que cae cerca de los maximos de absorcién. Esta longitud de onda
permite una excitacion eficiente y por lo tanto se puede obtener fluorescencia para am-
bos pigmentos. Para obtener los espectros de fluorescencia por absorcién fundamental

o absorcion de un foton, usamos el sistema que se muestra en la figura 19.

A2 Lente Cristal ]stpe:] 2
dicroico

Espectrometro

Figura 19. Sistema empleado para la obtencién de fluorescencia por absorcién de un fotdn
usando el segundo arménico del laser de Ti:zafiro.

Para variar la potencia del haz a la entrada de la muestra se usa una placa \/2 y
un polarizador lineal como un atenuador variable que conserva la polarizacion del haz.
Una vez que el haz pasa por el polarizador lineal se enfoca en un cristal de BBO (beta
borato de bario, BaB;O,4) con una lente de f = 20 c¢m de distancia focal para generar

el segundo arménico!.

'La generacién de segundo arménico es un proceso nolineal de segundo orden, en el que la luz a
frecuencia w interacciona con el medio y produce luz a 2w. Cabe mencionar que este término (2w) sélo
existe en medios no-centrosimétricos y que la respuesta nolineal es generada usualmente en condiciones

lejos de resonancia y en general debida a deformaciones en la nube electrénica.
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El cristal de BBO es un medio nolineal cuyas caracteristicas principales se mencio-
nan a continuacion: apertura de 12 x 12 mm; longitud de 2 mm; estructura cristalina
trigonal, grupo espacial R3c, grupo puntual 3m; rango para empatamiento de fases
para generacién de segundo arménico (GSA) de 189 — 1750 nm; coeficientes nolineales
de segundo orden distintos de cero dsy = 1.6 y d3; = 0.08 pm/V; alto umbral de dano
y poca absorciéon. Con esto, se puede obtener un haz con una longitud de onda corre-
spondiente a Ay, = 415 nm, que puede ser usado para la excitacion de los pigmentos
en solucién y con ello obtener fluorescencia por absorcion de un sélo fotén. Los espejos
dicroicos colocados después del cristal de BBO en la figura 19, son usados para separar
la luz del segundo armonico de la luz infrarroja remanente que viaja en la misma di-
reccion. La idea de utilizar dos divisores fue para tener la menor cantidad posible del
campo fundamental junto con el armoénico.

El haz resultante se hace incidir sobre la muestra de pigmento en solucién para asi
generar la fluorescencia del pigmento bajo estudio. Para obtener los espectros de emisién
obtenidos, se colocé la fibra del espectrémetro USB 4000 con orientaciéon de deteccién
normal al eje de propagacion del haz de excitacion. Esto, debido a que la intensidad de
fluorescencia es mas débil que el haz de excitacién y que a 90° la intensidad de bombeo
esperada, es minima, por lo que la intensidad de fluorescencia seria mas facil de medir
y también se evitaria la saturacién del detector. Los resultados de fluorescencia que se
obtienen, se mostraran en las secciones subsiguientes para los pigmentos cumarina 480

y DCM que son excitados con el haz de 2w.
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I11.1.2 Fluorescencia por absorcion de dos fotones.

El sistema que se emplea para generar la fluorescencia por absorcion de dos fotones, a
diferencia del que se muestra en la figura 19, usa directamente el haz de la fuente para
generar fluorescencia. El proceso de absorcion de dos fotones fue descrito en la seccion
2.5 del capitulo 2, donde la poblacion del estado excitado depende del cuadrado de la
irradiancia (Goppert Mayer, 1931) y como la fluorescencia depende de la poblacién en
el estado excitado, entonces, la fluorescencia se vuelve dependiente del cuadrado de la

irradiancia del haz de excitacién.

Placa

W2

IV Muestra
Haz Y

laser

Polarizador

Figura 20. Esquema experimental para la generacién de fluorescencia a través de la absorcién
de dos fotones.

El sistema para la medicién de fluorescencia por absorcién de dos fotones (figura
20) usado es un tanto similar al sistema de fluorescencia por absorcién de un fotén, en
donde el sistema de atenuacién con polarizacién fija es el mismo. En este caso se excita
la muestra directamente con fotones infrarrojos del laser de Ti:zafiro a 820 nm. Para
ambos pigmentos hay absorcién apreciable a 410 nm (figura 11), lo que corresponde a la

energfa de dos fotones (2w;r 0 Arr/2), por lo que el proceso de absorcién de dos fotones
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es posible para los pigmentos en solucion. La eficiencia del proceso de absorcién de dos
fotones aumenta con la irradiancia de haz, por lo que los pulsos del laser son enfocados
fuertemente en la muestra con una lente de 6 mm de distancia focal y apertura numérica
de 0.5.

De la misma manera que en el sistema anterior (figura 19), la fibra de alimentacién
del espectrémetro es colocada a un angulo de 90° con la direcciéon del haz. Con ésto
se evita la entrada de luz infrarroja al espectréometro, que por ser mas intensa, puede
saturarlo. El espejo que se encuentra en la parte opuesta al espectrometro, permite
dirigir un poco méas de fluorescencia al espectrémetro con el fin de obtener una mayor

senal.

II1.2 Resultados de fluorescencia por absorciéon de
un fotdn.

Los resultados obtenidos de fluorescencia por absorcion de un fotén, se muestran en la
figura 21, donde los espectros tomados son para dos concentraciones diferentes de los
dos pigmentos. Los espectros de fluorescencia para las concentraciones C y C5 de cada
pigmento, se muestran en una misma gréfica, habiendo sido normalizados con diferentes
factores para detectar posibles diferencias entre ellos. Las concentraciones utilizadas de
los pigmentos en solucién se muestran en la tabla II del capitulo anterior.

Para ambos pigmentos, los resultados muestran que no existen cambios en los espec-
tros de emisién con la concentracion, al menos en el rango de concentraciones utilizado.
Estos experimentos ayudaron para saber cual es la longitud de onda central de emision

para las soluciones en metanol grado reactivo con las concentraciones senaladas, para
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Figura 21. Espectros de fluorescencia para ambas concentraciones de los dos pigmentos,
presentados con diferentes factores de normalizacién: a) cumarina 480 y b) DCM. Los
pigmentos en solucién son excitados con el segundo armdnico del laser de Ti:zafiro a una
potencia promedio de excitacion de 120 mW.

luego compararlas con los experimentos por absorcion de dos fotones. De los espectros
de fluorescencia por absorcion de un foton se pueden obtener las caracteristicas que se

muestran en la tabla IV.

Tabla IV. Caracteristicas de emisién de los pigmentos utilizados.

Pigmento Concentracién (M)  A. (nm)  AXpwgy (nm)
DCM 1.31 x 107* 622 84
2x 1073 621 84
Cumarina 480 2.34 x 1074 485 58
2 x 1073 486 o8

La diferencia en el valor de la longitud de onda central (\.) para las dos concentra-

ciones de un pigmento dado, esta dentro del margen de error experimental.
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II1.3 Resultados para la fluorescencia por absorcion
de dos fotones.

Los resultados obtenidos para la fluorescencia por absorcion de dos fotones para el
pigmento DCM a las dos concentraciones diferentes, usando el sistema previamente
descrito, se muestran en la figura 22. La potencia promedio utilizada para estos experi-
mentos fue de 120 mW , aunque también se vari6 hasta encontrar la senal a una potencia
promedio de excitacion de 220 mW . En este caso se presentan las senales medidas sin
ninguna normalizacién, para mostrar la diferencia en amplitud para las mismas condi-

ciones. Claramente la senal aumenta considerablemente con la concentracion. Para ver

2500 ' ' : .

2000

1500 S

Intensidad (ua)

600 700 200
Longitud de onda (nm)

T
500

Figura 22. Espectros de fluorescencia por absorcién de dos fotones para las concentraciones
C1 (en negro) y C5 (en rojo) del DCM en solucién con metanol.

en el caso del DCM si existen cambios en el espectro con la concentracion, la figura 23
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muestra los mismos espectros de la figura 22 con diferentes factores de normalizacion,
escogidos de manera tal que el valor méximo coincida para ambas concentraciones. De la
misma figura se ve que aunque la longitud de onda central no cambia, el ancho espectral

si, con una diferencia de 5 nm aproximadamente. Para la cumarina 480 sélo se muestra
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Figura 23. Espectros normalizados de fluorescencia por absorcién de dos fotones para las
concentraciones 1 (en negro) y 2 (en rojo) del DCM.

el espectro de emision para una sola concentracion, ya que para la concentracion mas
baja, no se pudo medir una senal apreciable. Debido a esto, solo se mostraran resulta-
dos de fluorescencia por absorcién de dos fotones para las concentraciones C5 de cada

pigmento.
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Figura 24. Espectro de fluorescencia por absorcién de dos fotones para la concentracién 2
de la cumarina 480 en solucién con etanol.

I11.3.1 Medicién de la fluorescencia como funcion de la poten-

cia de entrada.

Como se mencioné anteriormente, para el proceso de absorcion de dos fotones, la
poblacién del estado excitado es una funcién cuadratica de la irradiancia de excitacion.
Puesto que la intensidad de fluorescencia es proporcional a la poblacion del estado
excitado, es de esperar que la senal de fluorescencia sea una funcion que depende
cuadraticamente de la irradiancia de excitacion. Para estudiar experimentalmente esta
dependencia, se vario la potencia del haz a la entrada de la muestra con el sistema de
atenuacion con polarizacién fija. La fluorescencia fue medida como funcion de la poten-
cia manteniendo constantes el ancho espectral del pulso (24 nm) asi como la longitud

de onda central de emision del pulso (826 nm). La figura 25 muestra los espectros de
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emision para el DCM, para potencias promedio de 80 a 240 mWW, mientras que la figura
26, muestra los espectros de emisién para la cumarina 480 con potencias promedio de

excitacién de 200 a 450 mW.
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Figura 25. Espectros de fluorescencia por absorcién de dos fotones como funcién de la
potencia de excitacién para el DCM.

Los resultados obtenidos para el DCM y para la cumarina 480 son mostrados en las
figuras 25 y 26 respectivamente. La potencia pico para cada medida se grafica como
funcién de la potencia de entrada en la figura 27.

De la figura 27 es facil de observar que la intensidad de fluorescencia muestra un
comportamiento nolineal como funcién de la potencia de excitaciéon. Como ya se men-
ciond, la dependencia esperada deberia ser cuadratica con la potencia de entrada. Los

datos de la figura 27 parecen conformarse a este criterio, pero para asegurarnos, los
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Figura 26. Espectros de fluorescencia por absorcién de dos fotones como funcién de la
potencia de excitacidon para el cumarina 480.

mismos datos seran presentados en una grafica log-log en la figura 28. Asi, si asumimos
una dependencia I, = cte.I?, los valores de la figura 28 deben de ajustarse a una
recta con pendiente m = 2. El ajuste a los valores experimentales, resulta en un valor
de m = 1.56 para el DCM y de m = 1.76 para la cumarina 480. La razén por la
que estos valores son ligeramente menores al esperado de 2, es porque probablemente
nuestra senal estd contaminada con un poco de luz de bombeo (mucho maés intensa)
esparcida hacia el detector. Esta senal esparcida tendra una dependencia lineal con
la potencia de entrada, lo que equivale a una contribuciéon con una pendiente 1 en las
graficas de la figura 28. El hecho de que la senal para la cumarina 480 se desvie menos

del comportamiento esperado, indica que hay menos contaminacién por esparcimiento.
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Figura 27. Comportamiento de la intensidad pico de los espectros de fluorescencia por
absorcién de dos fotones como funcién de la potencia de excitacién. a) DCM y b) cumarina
480.

I11.3.2 Medicién de la fluorescencia como funcién de la longi-

tud de onda.

Otro experimento que se realizé, fue la medicion del espectro de fluorescencia por
absorcién de dos fotones como funcién de la longitud de onda de excitacién. El ldser
de Ti:zafiro tiene cierto intervalo de sintonizacién, por lo que se puede estudiar el
espectro de fluorescencia para diferentes longitudes de onda de excitacion, manteniendo
constante la potencia de incidencia (200 mI¥) en la muestra, asi como el ancho espectral
del pulso (16 nm). La intensidad pico de fluorescencia como funcién de la longitud de
onda de bombeo, se muestra en la figura 29. Para el DCM se puede ver un maximo
bien definido para una longitud de onda de 805, mientras que para la cumarina 480
parece haber un maximo en 810, pero no esta bien definido.

En la misma grafica se muestran los espectros de absorcién para ambos pigmentos,
con la longitud de onda escalada para que coincida con la energia 2hw.,. del espectro de

absorcién de dos fotones. Cabe mencionar que no se pudo hacer un barrido mas amplio
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Figura 28. Grafica log-log para la intensidad pico como funcién de la potencia de excitacién:
a) DCM y b) cumarina 480. En ambas graficas se muestra el valor de la pendiente de la
recta ajustada.

de la longitud de onda de excitacién, debido al margen estrecho de sintonizacién de

longitud de onda del laser de Ti:zafiro.

I1I.4 Comparaciéon de los espectros de fluorescencia
por absorcion de un fotéon y dos fotones.

El espectro de fluorescencia de un pigmento depende de su estructura de niveles, la cual
estd intimamente relacionada con la forma de las curvas de potencial en la figura 8. En
principio, la tinica diferencia entre el proceso por absorcion de un fotén y absorcién de
dos fotones, es la forma a la que se llega al primer estado excitado, como se muestra en
la figura 15. De hecho, Xu (Xu y Webb, 1996) asegura que los espectros obtenidos para
ambos procesos de absorcion deben de ser idénticos. La figura 30 muestra los espec-
tros de emisién (adecuadamente escalados) obtenidos mediante absorcién de luz violeta

(absorcién de un fotén) y por absorcién de luz infrarroja (absorcién de dos fotones).
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Figura 29. Intensidad maxima de fluorescencia como funcién de la longitud de onda de
excitacion, y los espectros de absorcién escalados. a) DCM y b) cumarina 480.

De la figura se ve que para el DCM el maximo del espectro obtenido por absorcién de
dos fotones, esta ligeramente corrido hacia longitudes de onda més cortas, con respecto
al obtenido por absorcion de un fotéon. Para la cumarina, existe un corrimiento mucho
mas pronunciado, pero esta vez hacia longitudes de onda mas largas.

En muchos trabajos se supone que los espectros obtenidos en ambas formas deben de
ser idénticos (Xu y Webb, 1996), pero existe al menos un trabajo en que se menciona
que existe cierta diferencia en dichos espectros (Yun-Jing et al., 2001). Una posible
explicacion para este corrimiento, que tiene diferente signo para los dos pigmentos
estudiados, es que en un caso, la energia de los dos fotones 2hw,,. es mayor a la energia
de resonancia y en el otro caso es menor, como se puede ver en la figura 31. Para
comprobar esta hipdtesis, tendriamos que estudiar a un pigmento con energias de 2hw.;.
de ambos lados de resonancia, o estudiar otros pigmentos bajo diferentes condiciones

de resonancia.
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Figura 30. Comparacion espectral entre procesos de absorcién para uno y dos fotones entre
los pigmentos: a) DCM y b) cumarina 480. El corrimiento espectral tomado con respecto
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Figura 31. Espectros de absorcién de los pigmentos usados, marcando la longitud de onda
correspondiente a la energia de excitacién por absorcién de dos fotones.
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Capitulo IV

MEDICION DE LOS COEFICIENTES
NOLINEALES.

En este capitulo se presentan los resultados de la medicion de la absorcion nolineal para
los pigmentos utilizados en los estudios de fluorescencia. La poblacién en el estado ex-
citado depende de la eficiencia del proceso de absorciéon de dos fotones, por lo que la
senal de fluorescencia dependera fuertemente de esto. Resulta entonces importante car-
acterizar la respuesta nolineal de los pigmentos de manera independiente. La absorcion
nolineal debida al proceso de absorcién de dos fotones, es estudiada usando la técnica
conocida como barrido en z abierto (open z-scan en inglés). En la implementacién de
esta técnica, se usaron los pulsos de femtosegundos, mismos que fueron utilizados en los
estudios de fluorescencia anteriormente descritos. También se presenta la teoria nece-
saria para hacer el andlisis de los resultados experimentales que se obtienen. El ajuste
tedrico a los datos obtenidos, permite conocer el valor del coeficiente de absorcion de

dos fotones y la seccion transversal de dos fotones para ambos pigmentos.

IV.1 Descripciéon de la técnica z-scan

La técnica conocida como z-scan o barrido en z (nos referiremos a ésta técnica como
z-scan por facilidad), es un método sencillo para la medicién del signo y magnitud de la
respuesta nolineal, tanto de la parte refractiva como de la parte absortiva (refraccién y
absorcién nolineal) de un material. El z-scan estd basada en la observacién del cambio

del patrén o perfil del haz gaussiano en el campo lejano, debido a la distorsion causada
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por la respuesta nolineal del material durante la propagacién del haz a través de la

muestra bajo estudio (Sheik-Bahae et al., 1990).

Detector 1

Detector 2

Haz
laser

Divisor
de haz

Figura 32. Esquema experimental de la técnica z-scan abierto.

La técnica de z-scan puede describirse de la siguiente manera: la posicion de una
muestra es barrida a lo largo del eje de propagacién de un haz gaussiano fuertemente
enfocado y la irradiancia de la luz transmitida es medida usando un detector en el campo
lejano. Esta técnica tiene dos variantes. En el z-scan cerrado, se mide la transmitancia
a través de una abertura colocada en el campo lejano. En este caso la distorsion del
frente de onda producida por la refracciéon nolineal se traduce en cambios en amplitud
que finalmente pueden ser medidos por un detector. En la segunda variante, se mide
la transmitancia de la muestra sin ninguna abertura. En este caso la transmitancia
solo puede cambiar por los efectos de la absorcion nolineal, que cambia debido a que la
irradiancia del haz enfocado cambia con la posicién de la muestra con respecto al plano
focal del haz. A esta segunda variante del z-scan se le conoce como z-scan abierto.
Cabe mencionar que para ambos casos de z-scan, la muestra bajo estudio debe tener

un espesor menor a la distancia de Rayleigh del haz enfocado (Van Stryland et al.,



52

1985). Puesto que sélo estamos interesados en caracterizar la absorcién nolineal de los
pigmentos, solo se implemento la técnica de z-scan abierto.

En la figura 32 se presenta el sistema experimental para la técnica de z-scan abierto.
El detector 1 se utiliza para medir la irradiancia del pulso incidente, mientras que el
detector 2 (un detector de drea grande) es colocado en el campo lejano y que capta toda
la luz que se transmite a través de la muestra. El haz enfocado tiene una irradiancia
maxima en el plano focal, ya que el haz es concentrado en una region muy pequena, la
cual decrece al alejarse del plano focal. Si la muestra bajo estudio presenta absorcion
nolineal, la transmitancia cambiara como funcién de la posicion con respecto al plano
focal, habiendo para ello dos posibilidades. Una de ellas ocurre cuando la transmi-
tancia tiene un incremento, en el caso de absorcion saturable, en donde una porcion
significativa de poblacién es promovida al estado excitado, haciendo que ésta dismin-
uya en el estado base; por lo que disminuira la absorcién y hard que se incremente la
transmitancia, como se explicé en la seccion 2.5 del capitulo IT .

En la segunda posibilidad, hay una disminucién en la transmitancia con el incre-
mento de la irradiancia, a esto se le conoce como absorcion inducida, absorcion saturable
inversa o absorcion multifotonica, y el mecanismo fisico responsable de este efecto, puede
ser la absorcion de estados excitados o la absorcion de dos fotones. En la absorcion
por dos fotones, la disminucién de la transmitancia debido al aumento de la absorcién,
es provocada por la excitacién de una molécula o atomo, por la absorcién simultanea
de dos fotones. De esta manera, como la irradiancia transmitida se vuelve funcién de
la posicién, la traza de la transmitancia para el z-scan abierto, se espera sea simétrico
con respecto al foco (z = 0), que tendrd un minimo de transmitancia para absorcién
de dos fotones y un méaximo en transmitancia para saturacién de absorcién, como se

puede ver en la figura 33.
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Figura 33. Comportamiento de la transmitancia debida a la presencia de absorcién nolineal:
a) absorcién de dos fotones, b) absorcién saturable.

IV.1.1 Z-scan abierto

Para analizar los resultados del z-scan abierto, hay que analizar primero la propagacién
del campo dentro de una muestra con coeficiente de absorcién «(I) dada por la ecuacién
17, como se puede ver en la figura 34. La ecuaciéon de propagacién como funcién de la

posicién 2’ dentro de la muestra es:

0L z
Lente e
9 Muestra
; : -
0 YA

Figura 34. Porpagacién del haz dentro de la muestra bajo estudio.
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dl
o=l - BI?, (23)
donde f = 4nImy® /Aegno®e es el coeficiente de absorcién de dos fotones y aq es el

coeficiente de absorcién lineal. La solucion de la ecuacion 23 se obtiene integrando de

Z'=0a 2z =L, con L el espesor del medio, para obtener:

(1= R)I(0,7,t)e L
1+4+q(L,m1t)

I(L,r,t) = (24)

donde q(L,r,t) = B(1 — R)I(0,7,t)Ley y Loy = (1 — eE) /ag es el espesor efectivo
del medio. Puesto que tenemos un haz gaussiano enfocado en el plano z = 0, consid-
eraremos a la irradiancia incidente en la muestra, la del haz gaussiano en la posicion
z:

1(0,7,t) = Ipe 2"/*®) (25)

donde w(z) es el radio del campo eléctrico en la posicién z. Para calcular la curva del
z-scan abierto, s6lo hay que integrar la irradiancia a la salida de la muestra Iy, (L, 7, t)

sobre r. La transmitancia normalizada con la irradiancia lineal esta dada por:

7 IS Lea(Ly 2,y t)rdredt

S=1 26
T, )= 2SS Iz, t)rdrdt (26)
Integrando la ecuacién anterior:
1—R 2 —aoL o0
1.5 =1) = S [ w0 el E0

donde go(z,t) = B(1 — R)Io(2,t)Les y f(t) es la forma temporal del pulso.

Para calcular la traza del z-scan abierto, hay que resolver en principio la ecuacion
27 para cada posicién en z de la muestra. En la literatura hay sin embargo diferentes
aproximaciones que facilitarfan el cdlculo. Poornesh et al. (2009) muestra que la traza

de transmitancia se puede aproximar mediante:

1 BIy(1 — ek)
2v2 (14 2%/25)an

T(z)=1- (28)
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donde 3 I es la irradiancia del haz en el plano focal de la lente, z es la posicion de la

muestra con respecto al foco de la lente y zy es el rango de Rayleigh del haz enfocado.

IV.2 Resultados experimentales

Para la medicion de la nolinealidad presente en las muestras fluorescentes, es decir,
el coeficiente de absorcion de dos fotones, utilizaremos el sistema de z-scan abierto.
Con los resultados obtenidos en la traza de z-scan, sera sencillo obtener los valores del
coeficiente de absorcion de dos fotones y de la seccion transversal de absorciéon de dos
fotones en los pigmentos cumarina 480 y DCM.

Como la técnica de z-scan necesita un haz gaussiano enfocado, hay que caracterizar
el haz gaussiano. Esto también es importante para hacer los ajustes tedricos, por lo
que es necesario tener en cuenta las caracteristicas del haz de incidencia en la muestra
tales como: la distancia de Rayleigh, el radio del haz en la cintura y la distancia focal
de la lente que se usa en el sistema. Por lo que es importante la medicién de estos

parametros.

IV.2.1 Medicion del perfil del haz.

Es importante conocer las caracteristicas del haz laser para saber como es el compor-
tamiento de enfoque en la propagacién de éste, ademas de que resulta esencial para
el calculo de la fluencia o la irradiancia a la entrada de una muestra material. Las
aproximaciones de propagaciéon de haces gaussianos describen haces ideales (T'E M)
que son practicamente imposibles de conseguir en el laboratorio. Un parametro que
se conoce como factor M? puede dar informacién sobre la calidad del haz, que deter-

mina cuén alejado se encuentra un haz real de uno gaussiano en el modo fundamental
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TEMgyy. El pardmetro M? estd acotado por M? > 1, e indica que para una cintura
de haz dada, que tanto mas diverge el haz real con respecto al modo T'EMy,. De
esta manera, conociendo el tamano de un haz que incide en una lente convergente de
distancia focal conocida, y tomando en cuenta el factor M?, se puede determinar con
exactitud el tamano de haz enfocado, la irradiancia en la regién de enfoque, la distancia
de Rayleigh y la divergencia del haz en campo lejano (Roundy, 1999).

Uno de los métodos empleados para la caracterizacién del haz gaussiano es la
medicion del radio del haz por medio de la técnica de la navaja en distintos puntos
de su eje de propagacién al ser enfocado por una lente convergente. La medicion del
tamano del haz, se realiza mediante la obtencién de la irradiancia o potencia del haz en
un barrido transversal de la posicién de una navaja con respecto al eje de propagacion
del haz, como se muestra en la figura 35. De esta manera se puede obtener el perfil
de intensidad del haz para cada posicién (M; hasta M, en la figura 35). Para un haz

gaussiano, la irradiancia esta dada por:
I(2) | B(2) |’=| Ege"/"@" 2, (29)

donde w(z) es el radio del campo eléctrico y 19 su correspondiente en irradiancia, es
decir.

I(2) = Lye 2/ = [oe* /75 (30)

Claramente 79 = w/+/2, debido a esto, al medir el valor de HW1/e?M de la irradi-

ancia, obtenemos directamente el valor de w(z). La senal transmitida por la navaja en

la posicién x, es proporcional a:

/ e~ I, (31)

—00

por lo que para obtener el perfil del haz, habra que derivar la curva de irradiancia

obtenida. La figura 36a muestra resultados tipicos obtenidos para una posicién z de la
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Figura 35. Esquema para la medicién de la cintura del haz a lo largo del eje de propagacién
de un haz enfocado con la técnica de la navaja.

navaja, y en la figura 36b, se muestra el resultado de dicha derivacion, donde se ve la
forma gaussiana del haz y su ancho.

Los distintos valores del tamano del haz usando una lente convergente de 19 c¢m
de distancia focal, son graficados como funcién de la posicién de la navaja en el eje de

propagacién. A estos datos obtenidos, se les aplica un ajuste con la expresién:

1+ (M)] " (32)

TTWo

w(z) = wo

que es la expresion de propagacion de haces reales que tiene implicito el parametro en
cuestiéon (M?). De esta manera, se obtiene el valor de M? con el que presenta el mejor
ajuste a los datos (Silfvast, 1999). Donde w es el radio del haz a lo largo de z, wy es el
radio del haz en la cintura, A la longitud de onda, z la posiciéon de la medicién en el eje

de propagacion y zg la posicién del foco de la direccién de propagacion. La grafica que
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Figura 36. Medicion del perfil espacial del haz. a) Variacién de la potencia de entrada al
detector como funcién de la posicién de la navaja, b) perfil del haz, obtenida de la derivada
de los valores obtenidos para a).

se presenta en la figura 37, muestra los distintos valores del tamano del haz y el ajuste
tedrico usando la expresién de la ecuacién 32 para tres distintos valores de M?, donde
M? = 1.5 es el que mejor ajusta a los datos experimentales.

De los resultados obtenemos la distancia de Rayleigh del haz, que es aproximada-
mente 7.5 mm, lo que corresponde a una cintura del haz de aproximadamente 50 um,

que seran utiles en el calculo de la irradiancia para el anélisis del z-scan abierto.

IV.2.2 Resultados del z-scan abierto.

El esquema utilizado para la medicion del coeficiente de absorcion de dos fotones 3 se
muestra en la figura 32, donde el laser empleado es un laser de pulsos ultracortos en
el régimen de femtosegundos de Ti:Zafiro. Para estas pruebas, el pulso del laser tenia
una duracién de 80 fs, con una potencia a la salida de la cavidad de 289 mW | lo que
corresponde a una energia aproximada por pulso de 3 nJ. Para medir la transmitancia

se utilizé un medidor de potencia (Newport modelo 2832C) con dos detectores calibrados
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Figura 37. Datos experimentales del ancho del haz a w(z) con tres ajustes tedricos,
mostrando un mejor ajuste la M? = 1.5 para los datos experimentales obtenidos.

a la longitud de onda que se desea medir (en este caso a 826 nm), uno a la entrada
del haz a la lente por medio de un divisor de haz (caracterizado en el laboratorio con
una transmitancia de 85 por ciento aproximadamente) y el otro colocado en el campo
lejano a la salida de la lente. La transmitancia de la muestra medida fue graficada
como funcion de su posicién a lo largo del eje de propagacion. El movimiento de la
muestra se hizo a través de una platina de traslacién micrométrica modelo Newport,
Esp300, con una una resolucion de 1 pum por paso. Las lecturas del medidor de potencia
y el movimiento de la mesa de traslacién son controlados con un programa hecho en
MatLab a través de una interfase GPIB.

El haz del laser de femtosegundos es enfocado con una lente de 19 ¢m de distancia
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focal, que produce una irradiancia I en la cintura del haz de 85 y 140 MW /cm? para
la cumarina 480 y DCM respectivamente; una distancia de Rayleigh Zg = 7.5 mm
obtenida con el procedimiento previamente descrito.

Los trazos de la transmitancia obtenidos para cada pigmento fluorescente usando la
técnica de z-scan abierto, se pueden ver en la figura 38a para la cumarina 480 y para el
DCM en la figura 38b. Estos comportamientos de la traza de transmitancia, sugieren
que nos encontramos ante un efecto de absorcién inducida inversa o absorciéon de dos
fotones, ya que la transmitancia decrece para una irradiancia alta y es simétrica con
respecto al plano focal del haz. El ajuste tedrico a los datos experimentales se hizo con

la ecuacion 28, en la que se utilizaron los parametros encontrados en la seccién anterior.
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1.004 : ;e
— — 1.0004 « .
= =] 4-
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5 e _
--':E 095 -*é 0.996
E _
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a) Posicién (mm) b) Posicién (mm)

Figura 38. Resultados de la técnica de z-scan para los pigmentos usados en solucién con
metanol; a)cumarina 480, b)DCM. Los puntos en el grafico muestran los datos experimen-
tales, mientras que la linea constante representa el ajuste tedrico.

El valor que mejor ajusta al coeficiente de absorcién de dos fotones con respecto a
la ecuacion 28, se muestra en la tabla V para cada pigmento en cuestion, en donde el
valor de (8 fue iterado hasta encontrar el mejor ajuste lo que se logra minimizando el

error residual. Con estos valores de [ se puede obtener el valor de la seccion transversal
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de la absorcién de dos fotones 0.

IV.2.3 Seccion transversal de dos fotones

Como trabajamos con una solucion, [ es funcién de la concentracion del material,
por lo que para tener una cantidad caracteristica del pigmento independiente de la
concentracion, definimos la seccién transversal de absorcién de dos fotones oy, que
también es conocida como el coeficiente molecular de absorcién de dos fotones (He
et al., 1995).

Este parametro es importante para las aplicaciones de los pigmentos en sistemas
de microscopia por procesos de absorcion multifotonica, ya que es un indicador de que
tan facil es lograr el proceso de absorcién de dos fotones. Entre mas alto sea su valor,
se necesitard menos potencia para excitar la fluorescencia del pigmento (Albota et al.,
1998).

La expresion que relaciona al coeficiente de absorcion de dos fotones con la seccién
transversal de absorcién de dos fotones, es la siguiente (Dharmadhikari et al., 2004; He
et al., 1995):

hVﬁ = O'QNO = O'QNACZ' X 1073, (33)

donde Ny es la densidad molecular del compuesto, C; es la concentracién del mismo
compuesto en solucién en M /L, y finalmente N, es el nimero de Avogadro. De esta
manera, es facil encontrar el valor de la seccién transversal de absorcién de dos fotones
09 dados la concentracién C; y el coeficiente de absorcion de dos fotones 5. Las unidades
de o4 son ecm? - s/ foton y se ha definido una unidad con magnitud m4s manejable, que
es el Goepert Mayer, donde 1GM = 1 x 107%cm? - s/ foton). Los resultados obtenidos

para el coeficiente de absorcién de dos fotones y la seccién transversal de absorcién de
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dos fotones son:

Tabla V. Coeficiente de absorcién de dos fotones y la seccion transversal de absorcion de
dos fotones para los pigmentos: cumarina 480 y DCM.

Pigmento B 02

(em/GW)  (em?- s/ foton),/GM

cumarina 480 11+1 2.14 x 1074 /2.14 x 10°

DCM 1.6+0.1 3.01 x 1074 73.01 x 10*

Los resultados encontrados de la seccion transversal de absorcién dos fotones para
el pigmento cumarina 480, difieren en aproximadamente tres 6rdenes de magnitud en
unidades de GM de los resultados reportados en la literatura. Siendo este valor de 146

GM reportado por Fisher et al. (1998).
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Capitulo V

RESUMEN Y CONCLUSIONES.

En este capitulo se hara un recuento de los resultados que se obtuvieron en el desarrollo
de este trabajo de tesis. El objetivo general era estudiar la emisién de fluorescencia en
pigmentos organicos inducida por el proceso de absorcién de dos fotones, usando pulsos
de luz ultracortos de un laser de Ti:zafiro. Como se menciona en el capitulo II, los
pigmentos cumarina 480 y dicianometileno, fueron elegidos de un grupo de 5 con los
que se cuenta en el laboratorio. Se eligieron los pigmentos que presentan una absorcién
significativa a 410 nm, lo que posibilita su excitacion por el proceso de absorcién de
dos fotones con luz de longitud de onda de 820 nm. El laser utilizado produce pulsos
de femtosegundos a esta longitud de onda. El caracter ultracorto de los pulsos permite
producir potencias pico lo suficientemente altas para lograr el proceso de absorcion de
dos fotones eficientemente.

Posteriormente se hizo el estudio de la fluorescencia inducida por el proceso de
absorcién de un fotén y por el proceso de absorcion de dos fotones. Se estudié la
dependencia de la emision de fluorescencia por absorcién de dos fotones con algunos
parametros de excitacion, tales como la potencia y la longitud de onda del laser de
Ti:zafiro. Presentamos ahora un resumen y lo que se concluye de los experimentos

realizados:

e Se obtuvieron los espectros de fluorescencia mediante la excitacién de un foton,
con la generacion del segundo arménico del laser de Ti:zafiro, cuya longitud de

onda fue de A, = 410 nm. Se estudiaron los dos pigmentos empleados a dos
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concentraciones distintas mostradas en la tabla II. La comparacion de los espec-
tros con diferentes parametros de normalizacién, muestran que no hay un efecto
notable en el rango de concentraciones estudiado, es decir, que el ancho espectral

ni la longitud de onda central cambian con las concentraciones estudiadas.

Para los resultados de la fluorescencia obtenida por la absorcion de dos fotones,
el haz de femtosegundos fue enfocado fuertemente en las muestras bajo estudio.
La obtencién de los espectros de fluorescencia por absorcién de dos fotones, fue
mas eficiente para las concentraciones mas altas, en comparacién con las con-
centraciones mas bajas. La comparacién de los resultados obtenidos a diferentes
factores de normalizacion para el DCM, también sugieren que los espectros de

fluorescencia no presentan cambios espectrales con la concentracién.

Se obtuvo la eficiencia de fluorescencia por absorcion de dos fotones de cada
pigmento como funcién de la potencia de excitacion. Los resultados para ambos
pigmentos muestran una dependencia nolineal de la senal en el pico de emisién
de fluorescencia como funcién de la potencia de excitacién. Esta dependencia
deberia ser cuadratica, pero un ajuste de los datos experimentales muestran que
si escribimos a Log({ fiuer) = cteLog(Pey.), la constante tiene un valor ligeramente
menor a 2. La razén de esto es probablemente a que se detecte luz esparcida en
la muestra, ya que la luz de excitacién sigue siendo mucho més grande que la

intensidad de fluorescencia obtenida.

La variaciéon de la longitud de onda de excitacién produjo un cambio en la efi-
ciencia de emision de los pigmentos. En el caso del DCM se encontré un méaximo
pronunciado de emision para excitaciéon a 805 nm, mientras que para la cumarina

480 se nota una variaciéon suave que parece correlacionarse con el espectro de
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absorcion de pigmento.

e En la comparacion de los espectros de emision obtenidos por las distintas formas
de excitacion, notamos que existe un corrimiento del maximo de emisiéon de la
fluorescencia de absorcién de dos fotones con respecto al espectro obtenido por
absorcion de un fotén. Observamos que para el caso del DCM, la excitacién por
dos fotones se ubica por debajo de de resonancia, exactamente lo opuesto para la
cumarina 480. Una posible explicacién para este corrimiento, que tiene diferente
signo para los dos pigmentos estudiados, es que en un caso, la energia de excitacién
de los dos fotones 2Aw.,. es mayor a la energia de resonancia y en el otro caso es
menor. Para comprobar esta hipdtesis, tendriamos que estudiar un pigmento con
energia de 2Aw,,. de ambos lados de resonancia, o estudiar otros pigmentos bajo

diferentes condiciones de resonancia.

Ademas de los experimentos sobre el comportamiento de la emision como funcién de
diferentes parametros, se caracterizo la absorcién nolineal producida por el fenémeno
de absorcién de dos fotones utilizando la técnica de z-scan abierto. Esto con el fin de

determinar el valor de los coeficientes nolineales asociados

e Trabajando con la mediciéon de la nolinealidad, utilizamos la técnica de z-scan
abierto. Para esto, enfocamos el haz del laser de Ti:zafiro en las muestras bajo
estudio contenidas en cubetas de 1 mm de espesor. Realizando un barrido de
la muestra a lo largo del eje de propagacion del haz, obtuvimos una traza de
la transmitancia que indica que nos encontramos ante un efecto de absorcién
inducida inversa o absorcién de dos fotones, ya que la transmitancia decrece para

una irradiancia alta y es simétrica con respecto al plano focal del haz.

e Con el analisis tedrico de la traza de z-scan abierto, obtuvimos los valores de los
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coeficientes de absorcién por dos fotones. Estos son: 11.1 x 107 y 1.61 x 107
em /W para cumarina 480 y DCM respectivamente. Con ello se obtuvieron los
valores de la seccién transversal de absorcion de dos fotones, siendo estos: 2.14 x
1074 para la cumarina 480 y 3.01 x 10746 para el DCM. Estos resultados indican,
que la cumarina ofrece una mayor probabilidad de absorcién por dos fotones que

el DCM.

e Antes de los calculos pertinentes para el coeficiente de absorciéon nolineal, fue
necesario caracterizar el haz del ldser y determinar el factor M?, cuyo resultado
fue de 1.5 para el haz del laser de femtosegundos de Ti:zafiro. Con estos calculos
encontramos los valores de la distancia de Rayleigh y del tamano del haz en la

cintura, variables que fueron necesarias para el calculo de .

Los resultados encontrados en el desarrollo de esta tesis, muestran que la cumarina
480 tiene mejor respuesta a la absorcién por dos fotones que el DCM. Esto es, de los
resultados de 3, 09, asi como la eficiencia de absorcion obtenidos, dado que se manejaron

las mismas concentraciones para estos dos experimentos.
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