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RESUMEN

La aplicacion de los métodos de imagen (visuali-
zacion) al seguimiento de procesos ultrarrapidos (mo-
vimientos de atomos y moléculas en el nanomundo)
comenz6 poco después de la aparicion de los métodos
difractométricos de Rayos X (1912) y electrones (1925)
en cristales, mediante el estudio optico del movimiento
browniano y también de la espectroscopia de fluores-
cencia de sistemas que presentan pulsaciones cuanticas
(1927). La imagen de un objeto en un sistema Opti-
co es (E. Abbe, 1873) el efecto de interferencia en el
plano imagen que sigue a un fenomeno de difraccion
en el plano focal (o sea, implica dos transformadas de
Fourier consecutivas). Las imagenes vienen dadas por
la Microscopia (optica, electronica, campo cercano,
etc.), en la cual se puede medir directamente no sélo
las amplitudes, sino también las fases de los factores de
estructura, es decir esas imagenes estan basadas en la
coherencia espacial. Otras técnicas como la Espectros-
copia (6ptica, RMN, absorcién de rayos X) atienden
a la respuesta temporal o del dominio de frecuencias,
y finalmente la Difraccién (rayos X, electrones) se
preocupa de la respuesta de la estructura espacial a
una perturbacion.

Hacia falta un nuevo método, el método estrobos-
copico no lineal (pulsos ultracortos consecutivos de
bombeo y sondeo de gran intensidad, uno de los cua-
les es un pulso laser) para crear un retardo entre la
excitacion y la prueba del efecto logrado, con el fin
de poder explorar sistematicamente los cambios caden-
ciales ocurridos en el sistema a lo largo del proceso

originado. Esto ha conducido a una plétora de méto-
dos pulsados en Espectroscopia (nuevos métodos no
periddicos, cartografia de velocidades, Femtoquimica,
Attofisica), Microscopia (campo cercano STM y AFM,
microscopio de reaccion COLTRIM, UDM electrénica
ultrarrdpida, etc.), Interferometria, Difraccion (rayos X
de electrones libres XFEL, de imagen sin lentes), RMN
(pulsado, n dimensional), etc., donde muchas veces
desaparece la distincidon entre los mismos, dado que
los aparatos empleados implican el uso conjunto de
diversas técnicas.

Tratamos de dar una visioén de no especialista sobre
los principios que subyacen en estas nuevas técnicas:
coherencia, estroboscopia, no linealidad, etc., a la vez
que presentaremos ejemplos de aplicaciones actuales
de las mismas a procesos ultrarrapidos en Quimica
y Fisica (relajacion, dinamica estructural, cambios de
fase, reaccion quimica, dinamica electronica) que van
desde los microsegundos (10 s) hasta los attosegundos
(1018 ).

I. EVOLUCION DE IDEAS Y NIVEL
DE TRATAMIENTO

En una comunicacion anterior (1) hablamos de
cronoscopia de imagenes del mundo microscopico, es
decir de la secuencia ultrarrapida a nivel microscopico
de imagenes temporales de la dindmica del movimiento
(similar a una pelicula de cine) de los atomos en la
escala de los femtosegundos (fs), tanto en la Dinami-
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ca Estructural de fases condensadas (materia dura y
blanda) como en moléculas aisladas en Femtoquimica.
También hemos tratado (2) de la dinamica ultrarrapida
del movimiento de los electrones (aislados o en a&tomos
y moléculas) en la escala de attosegundos (Attofisica
y Attoquimica). Ahora vamos a volver a insistir en las
mismas ideas (imagen, ultrarrapidez, mundo nanos-
copico, etc.) pero atendiendo mas a los fundamentos
(coherencia, estroboscopia, no linealidad), avances y
aplicaciones de las técnicas de imagen ultrarrapidas,
es decir a los desarrollos de las nuevas técnicas de Es-
pectroscopia, Microscopia, Difraccion y sus combina-
ciones mas llamativas (Microscopias de fluorescencia
y bifotdnicas, Difraccion con imagen sin lentes, Es-
pectroscopia resuelta temporal y espacialmente, etc.).
Hablamos con mas propiedad de mundo nanoscdpico
(10 m) que de mundo microscépico (10° m) ya que
se alcanza el tamafio de las moléculas, que es del orden
de los nanometros (decenas de Angstroms).

El objetivo que se persigue es ver en tres dimen-
siones (3D) a nivel nanoscopico y con resolucion tem-
poral de fs. Para detectar el movimiento de un objeto
nanoscépico con resolucion de 0.1 nm, que se mueve
a la velocidad del sonido (=10° m/s, velocidad de los
atomos y moléculas) se precisa una resolucién tem-
poral de t=10""m/10°(m/s)=100 femtosegundos (1fs=
10" s). Dada la importancia de la imagen en la com-
prension del mundo nanoscdpico, es decir, recordan-
do la importancia de la visualizacion de un fendmeno
para elaborar ideas comprensivas, comenzaremos con
un rapido repaso histdrico de la Microscopia, con sus
imagenes y logros, para pasar luego a la Difraccion y
Espectroscopia, aplicadas a la Dinamica Estructural
en fases condensadas. Nos referimos, pues, al mundo
nanoscépico en la escala temporal de los fs, mas que
a los movimientos ultrarrapidos de los electrones, que
ocurren en la escala de los attosegundos (1as=10"'% s)
de los que trata la Dinamica Cuantica Ultrarrdpida.
La Dinamica Estructural se ocupa fundamentalmente
de los movimientos atomicos y cambios en fases con-
densadas, tanto en materia dura (sélidos, superficies),
como en blanda (liquidos y macromoléculas biologi-
cas). Dejamos, por tanto, aparte la Dinamica Molecu-
lar Reactiva de moléculas aisladas (Femtoquimica), asi
como la Attoquimica (movimiento de los electrones
de valencia que desencadena el desplazamiento con-
siguiente de los nucleos en la reaccion quimica). Por
tanto, en esta comunicacion, nos centraremos tanto en

Fisica como en Quimica o Biologia. En efecto, el se-
guimiento de procesos complejos en Quimica, Biologia
y Materiales demanda una gran habilidad para lograr
imagenes en unas escalas muy amplias de longitud y
tiempo. Sin embargo, esta comunicacién no es una
revision de todas las técnicas de visualizacion en Qui-
mica, Bilogia y Medicina, pues dejamos aparte, por
un lado, la Resonancia Magnética Nuclear de imagen
(Nuclear Magnetic Resonance Imaging), la tomografia
de emision de positrones (PET, positron emission to-
mography), la tomografia axial computerizada (TAC)
y las técnicas holograficas (D. Gabor, 1948) que nos
dan imagenes de objetos macroscopicos (ratones, pul-
mones, etc.) y, por otro, los métodos de cartografia
de velocidades (velocity map imaging) y microscopios
de reaccion de multiparticulas (tales como COLTRIM,
cold target recoil ion momentum spectroscopy, que da
imagenes multifragmento en coincidencia de iones y
electrones) los cuales nos hacen visualizar los estados
dinamicos vibracional y orbital de los fragmentos de
una colision reactiva (1).

I1. Importancia de la imagen
(Ver referencias 3, 4, 5)

La imagen viene asociada a la representacion espa-
cial visual de un objeto. Nos viene dada en la visién
0 a través de un espejo e implica la existencia de una
lente o sistema de lentes. Los componentes de un mi-
croscopio son: fuente de luz, lente colimadora, objeto,
lente objetivo, plano focal de difraccion, plano imagen
de interferencia, lente ocular e imagen real o virtual.
La teoria de E. Abbe (1873) sobre el microscopio nos
dice que “la imagen de un objeto en un microscopio
es el efecto de interferencia en el plano imagen, que
sigue a un fendémeno de difraccion en el plano fo-
cal” e implica, por tanto, para un objeto (que posee
una funcién de transferencia de contraste de Dufieux,
1946) dos transformadas de Fourier consecutivas, una
del espacio real al espacio de momentos y otra desde
este ultimo de nuevo al espacio real (ver Figura 1).

Un requisito importante para la existencia de la ima-
gen es la coherencia en fase de la amplitud de onda de
la Iuz. Recordemos que en Espectroscopia no se exige
la conservacidn de la fase (ni de la amplitud, ni de la
funcion de onda mecanocuantica) con lo cual no hay
imagen directa, mientras que en Difraccion puede darse
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FORMACION DE IMAGEN EN UNA LENTE
Teoria de E. Abbe, 1877
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Figura 1. Formacién de imagen con una lente. Teoria de Abbe.

la conservacion de solo la amplitud (con lo cual no se
consigue imagen) o de la amplitud y fase (con lo cual
se lograria posteriormente la imagen). En Difraccion de
Rayos X, la imagen puede obtenerse sin necesidad de
lente Optica, como veremos, ya que no hay lente cuyo
material sobreviva a los rayos X, ni tampoco espejo que
los refleje. En Difraccion de electrones si pueden usarse
lentes magnéticas que focalicen los haces electronicos.

La Espectroscopia surgié como técnica (Espectros-
copia infrarroja) en la segunda mitad del siglo XIX
(Bunsen, Kirchhoff) para identificar sehales de grupos
atémicos especificos en moléculas, como huellas dac-
tilares de los mismos, mientras que la Difraccién de
Rayos X sirvi6 para identificar la presencia de Rayos
X (Roengen, 1895) y luego se comenzd a usar como
método de identificacion de estructuras (Difraccion de

Laue, 1912 y Bragg, 1913). La Difraccion de elec-
trones, tras los experimentos de Davisson y Germer
(1927), dio origen a la Microscopia electronica en los
afios 30 del siglo pasado (E. Ruska, 1932).

Los primeros juegos con la variable tiempo en el
seguimiento de objetos microscopicos comenzaron con
el estudio sistematico del movimiento browniano me-
diante microscopios (ultramicroscopios de Zsigmondi,
1903), asi como en la espectroscopia de fluorescencia
de sistemas que presentan pulsaciones cuanticas, des-
cubiertas al inicio del establecimiento de la Mecanica
Cuantica (Heisenberg, 1927).

Los dispositivos de deteccion optica (camaras digi-
tales CCD-charge coupled devices-, peliculas fotosen-
sibles, 0ojo humano, etc.) no pueden medir la fase de
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Figura 2. Avances histéricos de la Microscopia.

la luz, debido a que se basan en convertir fotones en
corriente de electrones, con lo cual no se conserva la
fase, debido a que el campo electromagnético oscila a
frecuencias de 10'° Hz que los electrones no pueden
seguir. La recuperacion de la fase es posible, sin em-
bargo, mediante técnicas algoritmicas de imagen (6).

Casi todo lo que conociamos hasta hace bien poco
del mundo microscopico se habia obtenido por Mi-
croscopia, donde la resolucion Ar viene dada, seglin
el criterio de Rayleigh por Ar = A/2AN, donde A es la

longitud de onda de la luz y AN la apertura numérica,
con AN=nsina, siendo n el indice de refraccion y a el
angulo de apertura de la lente. Un breve resumen de
la evolucion optica del microscopio, desde su genera-
lizacion de uso a finales del siglo X VI, sin combinarlo
con la Espectroscopia, es como sigue. En los afios 30
del siglo pasado F. Zernike descubri6 el microscopio de
contraste de fase, basado en el hecho de que las luces
directa y difractada estan en diferente fase, pudiendo
usarse este hecho para obtener informacion sobre el
objeto, facilitando la visualizacion de objetos trans-
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parentes sin necesidad de tinciones (muy usadas estas
ultimas, como sabemos, por Golgi y Cajal). Posterior-
mente los microscopios confocales (desde 1961) per-
miten aumentar la resolucién usando una iluminacion
puntual y un pequefio agujero para eliminar la luz fuera
de foco, en especimenes que son mas gruesos que el
plano focal, es decir estos microscopios impiden que
los fotones fuera de foco alcancen el detector, y ademas
permiten resolver estructuras en 3D (ver Figura 2).

La Difraccion de Rayos X permite resoluciones en
la escala interatomica d en cristales (2dsino=n\), con
lo cual, al ser A=d, esta técnica viene a ser “el dorado”
de las técnicas de analisis en Dinamica Estructural, aun-
que no es posible construir un microscopio de Rayos
X con lentes. La difraccion de electrones se convierte
en Microscopia electronica, usando lentes magnéticas
que difractan los electrones, aunque la resolucién es
menor debido al efecto carga-espacio originado por su
naturaleza fermidnica, y ademads tiene poco poder de
penetracion (gran seccion eficaz en su interaccion con
los nucleos atémicos) (ver Figura 3). Se suele admitir
que la primera observacion al microscopio de atomos
individuales fue realizada por E. Miller en 1956 usan-
do un microscopio de campo idénico que detectaba la
ionizacion de gases en la superficie de un metal. Por
otra parte, H. Grewe en 1970 fue el primero en detectar
atomos individuales mediante microscopia electronica.

La obtencion de la imagen en difraccion a través
de la recuperacion de la fase, permite superar el limite
de resolucion de Abbe o Rayleigh, lo que se llama
superresolucion, que exige la coherencia de fase. Este
método, del que se habla mas adelante, se llama de
Imagen difractiva coherente de Rayos X (XCDI, X
Ray Coherent Diffractive Imaging).

También son técnicas difractométricas tanto la Es-
pectrometria de masas (difraccion de iones) como la
Difraccion de neutrones. En la primera, en sus dos
variantes SIMS y MALDI, se producen imagenes io-
nizando un punto cambiante de la superficie de una
muestra. En la técnica SIMS (secondary ion mass
spectrometry) se obtiene informacion sobre la distri-
bucion espacial de elementos y compuestos de bajo
peso molecular, asi como de la estructura molecular
de estos ultimos. La técnica MALDI (matrix assisted
laser desorption/ionization) da informacién espacial
sobre compuestos de alto peso molecular (proteinas,

Difraccién de Rayos X en eristales
X-ray diffraction (protein crystals)

Comparacidn con Rayos X
Radio de eslern debwald  Fl= 10

shctons b~ 00251 A
15—y A

Hermy b~ 14
1 =1 &Y

Figura 3. Comparacién de las difracciones de Rayos X y
electrones.

péptidos) incluyendo su distribucién en tejidos, asi
como informacion de sus estructuras moleculares. En
experimentos de Difraccion de neutrones se usan ge-
neralmente neutrones térmicos (A=1.5 A) con un haz
muy ancho que se debe colimar. Los neutrones, al no
tener carga, no son difractados por los electrones sino
por los nucleos, y se usan en estudios de la estructura
de liquidos poliatdmicos, siendo también sensibles al
espin nuclear.

I2. Caracteristicas de las nuevas técnicas de
imagen en Dinamica Estructural

Hemos visto la importancia de la imagen en la
descripcion y seguimiento de los procesos a escala
nanoscopica. De las tres técnicas generales, tanto la
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Microscopia como la Difraccion pueden dar image-
nes directas, mientras que no ocurre lo mismo con
la Espectroscopia, aunque, como veremos, se¢ puede
recuperar la imagen de manera indirecta mediante la
pixelizacion (de pixel, acronimo de picture element)
del espacio de la muestra. Las caracteristicas mas sa-
lientes de las nuevas técnicas son: La coherencia en
fase (longitudinal y transversal) del haz, la estrobos-
copia temporal (proceso de bombeo seguido de otro
de prueba) y el régimen no lineal (presencia de varias
particulas del haz interaccionante) del proceso.

La coherencia longitudinal (1) (o longitud de co-
herencia) viene asociada al cambio de la fase del mo-
vimiento de manera predecible al pasar por un punto
fijo del espacio y estd relacionada con el recorrido
libre medio de las particulas del haz. Lleva asociado
un tiempo de coherencia, dado por el cociente entre la
longitud de coherencia y la velocidad de la luz o de
los electrones. La resolucion longitudinal que se consi-
gue en microscopia electronica puede llegar a 10" m
mientras que el microscopio Optico alcanza 107 m y
el 0jo humano 10* m

Se define también una coherencia transversal o
angular (o lateral) que da el mantenimiento de la fase
en funcion del angulo de dispersion del haz, lo cual
es un requerimiento muy exigente y dificil de lograr.
En medidas de Dinamica estructural es conveniente
que la coherencia transversal abarque a toda la celdilla
unidad. La coherencia transversal, d, en electrones se
determina como d, =A/(a/R), donde A es la longitud de
onda de De Broglie y a/R el angulo (a es la distancia
entre rendijas y R la distancia de la fuente a la muestra).
De esta forma el volumen de coherencia V , viene dado
por el producto de d? por v, At, con v, la Veloc1dad de
grupo, es decir V = d2 v, (WWAE), con 10 cual

= M/(a/R).v, (VAE)

El tamafio del volumen de coherencia es del orden
de 10° nm® (100 nm de arista) para microscopios elec-
tronicos de 100-200 KeV, tamafio que resulta mayor
que el de las celdas unidad cristalograficas en muchos
casos.

Por otra parte, la revolucion en Femtoquimica (A.
Zewail, Nobel de Quimica 1999) dentro de la Espec-
troscopia resuelta en el tiempo, ha popularizado las téc-

nicas estroboscdpicas de bombeo y sonda (pump-probe
techniques) donde se define un retardo (delay) entre
el tiempo de excitacion de la muestra, que se supone
instantaneo y el de prueba, midiéndose asi la evolucion
de la muestra en el estado o situacion excitada. De esta
forma, cambiando los retardos, puede seguirse la cro-
noscopia de procesos, no sélo en moléculas aisladas,
sino en la materia dura (sélidos, superficies) y en la
blanda (biopolimeros, clusters, etc.).

La necesidad de estudiar procesos muy finos, de
baja seccion eficaz, ha llevado a la necesidad de em-
plear fuentes de excitacion muy intensas, lo que exige
trabajar con mas de un foton o electron, es decir, se
debe actuar en condiciones laser o de fuentes de elec-
trones de centenas de KeV. Estamos asi en el régimen
no lineal, con sus nuevas leyes de combinacion.

En los métodos de Difraccion hay que distinguir
entre los modos de transmision y de escaneo (1). En
el modo de transmision la fuente es extendida y se
focaliza sobre el objeto antes que la segunda lente
magnifique y forme la imagen, mientras que en el de
escaneo, la fuente es puntual y la lente esta situada
antes del objeto, el cual es focalizado sucesivamente en
sus partes. El esquema de ambos modos es geométrica-
mente inverso el uno del otro. El modo de transmision
da mejor resolucion, pero el escaneo permite obtener
una imagen global y de mayor profundidad.

La organizacion de esta comunicacion es la siguien-
te. En el Apartado II se describe la convergencia y
generalizacion de las técnicas de imagen, como com-
binacion de Microscopia, Espectroscopia y Difraccion.
A continuacion en el Apartado Il se fundamentan las
técnicas resueltas en el tiempo, técnicas de pulsos, para
estudiar la dindmica nanoscépica de las estructuras de
las fases condensadas, asi como, en particular, los avan-
ces logrados para superar las barreras de resolucion
de 50 ps en pulsos de Rayos X obtenidos en equipos
sincrotron y de lps en difraccion electronica usando
camaras rapidas convencionales (streak CCD cameras).
En el Apartado IV se dara una breve descripcion de los
avances en el desvelamiento de procesos de Dinamica
Estructural en Cristalografia, Biologia, transiciones de
fase, etc. Finalmente se mencionaran los retos a que
se enfrentan estas técnicas, asi como las conexiones
con otros desarrollos paralelos en Dindmica Cuantica
ultrarrapida.
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II. CONVERGENCIA Y GENERALIZA-
CION DE LAS ACTUALES TECNICAS
DE IMAGEN

Tratamos aqui de la desaparicion de fronteras entre
Espectroscopia, Microscopia y Difraccion. En princi-
pio, las tres técnicas son netamente diferentes. La Mi-
croscopia da directamente la imagen, que implica una
difraccion seguida de una interferencia, lo cual exige la
coherencia en fase de las ondas de luz. En Difraccion
(de rayos X y electrones) se obtiene una medida di-
recta de la funcion de distribucion radial del espaciado
interatomico (densidad electronica en el caso de Rayos
x, funcion de distribucidn de los nicleos atdmicos en
difraccion electronica) la cual se consigue median-
te la transformada de Fourier de momentos (espacio
reciproco) y coordenadas de las amplitudes de rayos
X o electrones difractados. Es, como si dijéramos, la
primera parte de la Microscopia: Queda la segunda
parte, la interferencia, es decir, el problema de las fases
que da origen, precisamente por esa interferencia, a la
imagen, lo cual no puede lograrse en Rayos X dada la
imposibilidad de construir una lente o un espejo que
refleje esos rayos, debido a su pequefia longitud de
onda y al calor almacenado en el material de la lente
o espejo. En Microscopia electronica se puede pasar
de la difraccion a la imagen mediante la introduccion
de lentes magnéticas (campos magnéticos que difractan
los electrones). La proyeccion directa del factor de es-
tructura en el espacio Fourier viene dada por la esfera
de Ewald, cuyo radio es proporcional al inverso de la
longitud de onda 1/A (en rayos X es del orden de 1 A,
mientras que en electrones es unos 40 A™') lograndose
por tanto una mayor resolucion con electrones. Por otra
parte, se ha indicado que la Espectroscopia trabaja en
el dominio temporal o de frecuencias y no da imagenes
directas de los procesos estudiados. (Figura 3).

a. Combinacion de Microscopia con Espectros-
copia: Microscopias de fluorescencia, bifoto-
nica y superresolucion

Los avances en Microscopia se basaron al prin-
cipio en incrementar el contraste, manteniendo una
alta resolucién, lo que se consigue controlando la
calidad y cantidad de luz de iluminacion mediante
el diafragma de apertura que esta situado en el pla-
no focal de la lente condensadora (cuando se usa la

iluminacion tipo Kohler). En los ultramicroscopios
(Zsigmondi, 1903) los rayos de iluminacion emer-
gen del condensador con un angulo de 90° respecto
al eje optico, lo que permite detectar particulas del
tamafio de 4 nm. Posteriormente A. Kohler en 1904
construy¢ el primer microscopio ultravioleta, sacando
partido del hecho que algunos objetos emiten luz de
mayor longitud de onda (fluorescencia) tras iluminar-
los con luz ultravioleta. Las dificultades radican en
conseguir concentrar suficiente luz sobre la muestra
y a continuacion captar la luz fluorescente emitida,
libre de ruido. Estaban, por tanto, usando la Espec-
troscopia Optica conocida. Otro avance consistié en
detectar la transferencia de energia resonante Forster
o de fluorescencia (FRET, Forster resonance energy
transfer) que permite detectar la fluorescencia de la
excitacion electronica transmitida entre un donador
fluoréforo y un aceptor cromdforo, lo cual sigue la
dependencia con el inverso de la sexta potencia de la
distancia entre aceptor y donador, y, de esta manera,
se consigue tener informacion de esta distancia inter o
intramolecular entre partes sefialadas de un complejo
biolégico (Microscopia de fluorescencia).

El avance mas significativo en Microscopia se logro
en los afios 90 del siglo pasado con la excitacion de
dos fotones (Microscopia de dos fotones o bifotonica)
donde un intenso rayo laser de longitud de onda fija
(método mode locking) se focaliza sobre la muestra,
logrando que los fluoréforos se exciten por absorcion
de dos fotones al realizar un escaneo con ese laser.
Esta técnica ha revolucionado la Biologia permitiendo
imagenes a tiempos largos de preparados vivos de te-
jidos (neuronas y cromosomas en células vivas, etc.).
Incluso se logran mejores resultados combinando esta
técnica con la confocal , tal como hace Rafael Yuste
en la Universidad de Columbia, N.Y. (10).

Un aspecto importante de todas las técnicas en Mi-
croscopica es la mejora de la resolucion. Actualmente
se supera facilmente el limite de Abbe o Rayleigh, lo
que se llama superresolucion, generalmente en Micros-
copia de fluorescencia de campo lejano (11). Existen
varios métodos de lograr esta mejora, unos basados en
optica no lineal, como el método STED (stimulated
emission depletion) puesto a punto por Stefan Hell
en 1994, y otros en métodos estocasticos de molé-
cula individual, como los métodos PALM (photoacti-
vated location depletion) introducido por E. Betzig y
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Figura 4. Limite de difraccion de Abbe (0.2 um) y tamafno de objetos. Con superresolucion se alcanza el tamafo de de las proteinas.

STORM (stochastic optical reconstruction microscopy)
presentado independientemente por Zhuang y por Hess.
En el método no lineal STED la resolucion que se
alcanza viene dada como Ar =\/(2nsino/ (I e/ T))s
donde I, . e son las intensidades a angulos cero y de
saturacion. En los métodos estocasticos se echa mano
del teorema del limite central y la resolucion es Ar=
Aro/\/N, donde N es el nimero de fotones detectados
en la muestra, es decir el limite de Abbe mejora en el
factor 1/VN. Las resoluciones que se logran en estos
microscopios, alcanzan las decenas de nm, es decir,
llegan hasta el tamafio de las proteinas (ver Figura 4).
Precisamente el Premio Nobel de Quimica de 2014
ha sido concedido al desarrollo de la microscopia de
fluorescencia por superresolucion. En concreto a S.
Hell por el método STED y a E. Betzig y W. Moermer
por la microscopia de moléculas individuales (Moer-
mer fue el primero en detectar fluorescencia de una
molécula individual en 1989 y Betzig puso a punto el
método PALM).

b. Combinacion de Difraccion con Microscopia.
Imadgenes sin lentes

Modernamente se puede hablar de imagenes sin
lentes en el método de difraccion de Rayos X co-
herente (CXDI, coherent XRay diffraction imaging)
pudiéndose recuperar la fase echando mano de la
teoria de informacion de Shannon, mediante un al-
goritmo interactivo, que extrae la informacion sobre
la fase, muestreando adecuadamente los patrones de
difracciéon como patrones continuos de muestras no
periddicas (6).

c. Espectroscopia de imagen

En Espectroscopia optica la variacion del momen-
to dipolar Ap de la molécula provoca una interaccion
con el campo electromagnético E, AE = Au.E en un
tiempo T (inverso de la frecuencia de Rabi, Q=Ap.E/
A) que origina una absorcién o emision de magnitud
correspondiente a un desnivel entre estados cudnticos i
y j, es decir AE = ﬁu)ij. En Espectroscopia no se puede
hablar de imagen en el tiempo real, dado que, para mo-
dificar espacialmente las propiedades de la molécula,
solo puede modificarse el campo externo y éste lo hace
en el dominio temporal o de frecuencias y no lo hace
en el momento dipolar, el cual no puede modificarse
por parte del experimentador (excepto indirectamente
a campos muy intensos). Ademas, como es bien sabi-
do en Espectroscopia, no se conserva la fase (no hay
coherencia de fase) de la amplitud ni de las funciones
propias mecanocuanticas, y, por tanto, no se pueden
obtener directamente ni los patrones de difraccion, ni
las iméagenes. Sin embargo, desde 1949, se puede re-
solver espacialmente el espectro de frecuencias de una
muestra mediante la proyeccion geométrica de pixeles
(8). El método original consistié en localizar espacial-
mente las especies quimicas de cada zona (pixel) de la
muestra, usando la Espectroscopia Infrarroja. El mé-
todo es doble. Por una parte, con una camara digital
(o webcam) se recogen imagenes de cortes pixelados
en un rango amplio de longitudes de onda opticas, es
decir, se obtiene una serie de espectros resueltos espa-
cialmente (Illamados pixeles), y por otra, se coleccio-
nan imagenes individualizadas por cada valor o rango
estrecho de longitudes de onda, dando una coleccién
de imagenes resueltas espectralmente (llamados planos
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Idea de localizar espacialmente mediante pixeles las especies
quimicas de cada zona, usando la Espectroscopia Infrarroja.

T

=T

mta FF

I

. .-'*."'h'* __Sql:wfmm
: fo Al -

Engle-chamnel mage

Figura 5. Espectroscopia IR resuelta espacialmente mediante pixelizacién.

imagen o canales). El objetivo ultimo es generar un
contraste quimico altamente especifico en una imagen,
con el fin de visualizar e identificar la heterogeneidad
quimica espacial en la muestra (ver Figura 5).

En trabajos fotograficos se obtiene una alta resolu-
cion de imagen usando camaras CCD (charge coupled
device) origen de la fotografia digital, tal como des-
cubrieron Boyle y Smith en 1969 en el laboratorio de
la Compania Bell, que fueron un avance respecto al
uso de semiconductores CMOS (complementary metal
oxide semiconductor). En estas camaras digitales, los
electrones se transforman en fotones, que a su vez se
convierten en fotoelectrones (9). Este doble proceso
acarrea una cierta incompatibilidad en los requerimien-
tos experimentales de procesos rapidos, dado que los
electrones se mueven mas lentamente que los fotones, y
por lo tanto actualmente se usan sensores que detectan
electrones directamente.

d. Espectroscopia de absorcion de Rayos X

La Espectroscopia de absorcion de Rayos X no
es una técnica difractometrica. Los espectros viene
caracterizados por bordes de absorcién debidas a la
excitacion de electrones del core hasta el umbral de
ionizacion, lo que da lugar a una fina estructura en
la parte de baja energia (XANES, X ray absorption
near-edge estructure) y en la region de energia alta,
a decenas o centenas de eV por encima del borde de
absorcion (EXAFS, extended X ray absorption fine
structure). Estas caracteristicas son debidas a efectos
de interferencia de las ondas fotoelectronicas salientes
y rebotantes entre vecinos, y reflejan, por tanto, la na-
turaleza y estructura de los enlaces y los nimeros de
coordinacion. Especifico de estas técnicas es la infor-
macion que se obtiene sobre la estructura electronica
del atomo estudiado, asi como del medio local y por
tanto de la dinamica estructural ultrarrapida a cortas
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distancias. También puede emplearse con liquidos y
medios amorfos, algo muy importante en Quimica,
pero que no es facil de conseguir mediante difraccion.

e. Microscopia de campo cercano con Espec-
troscopia dptica

La primera generacion de microscopios de campo
cercano (STM-scanning tunneling microscope, 1981;
AFM-atomic force microscope, 1986) estuvo basada
en la deteccion de electrones por efecto tinel, mien-
tras que los microscopios de campo cercano en gene-
ral se basan en la deteccion de fotones no radiativos,
tales como el microscopio optico de campo cercano
por escaneo (SNOM-scanning near field optical mi-
Croscope).

Si ahora se introduce un campo externo laser (en IR
por ejemplo) sobre una nanostructura o superficie de
un soélido, se puede estudiar la deformacion producida
mediante un microscopio de campo cercano (AFM)
que actda sobre la misma (ver Figura 6). Pueden asi
estudiarse efectos de transferencia de energia resonante
Forster, experimentos de espectroscopia de absorcion
optica o de IR, etc. (12).

Recientemente Zewail (13) ha desarrollado una
nueva técnica que combina los principios de la luz
convencional (laser) con la microscopia electronica
de campo cercano, logrando imagenes con resolucion
temporal de femtosegundos y espacial de nanometros.
Esta técnica llamada PINEM (photon induced near
field electron microscopy) esta especialmente disefiada
para proyectar imagenes magnificadas de nanostructu-

AFM combinado con Espectroscopia IR
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Figura 6. Esquema de un microscopio de fuerza atémica (AFM) con Espectroscopia IR.
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Figura 7. Interaccion entre el electron, el fotdén y el campo
evanescente (A. Zewail).

ras. El microscopio de campo cercano selecciona los
electrones que han tenido una ganancia de energia,
formando imagenes en un proceso que retiene la reso-
lucién espacial caracteristica de la microscopia electrd-
nica de transmision. La parte fotdnica, que produce la
interaccion electron-luz durante un pequefio intervalo
de tiempo, requiere campos de luz intensos, lo cual
se logra usando dos pulsos de luz de femtosegundo
sincronizados: El primero se dirige al disparador de
electrones del microscopio, que origina un pulso de
electrones por fotoemisidon, mientras que el segundo,
con intensidad entre 10-100 GW/cm? se enfoca sobre la
nanostructura, lo cual provoca la emision (o absorcion)
multifotonica (hasta 8 fotones) por cada electron que
pasa. Los pulsos laser tienen una duracién de unos
pocos centenares de fs (resolucidon temporal) y el retar-
do se controla mediante diferencia de caminos opticos
(ver Figura 7).

III. NUEVOS AVANCES EN EL DISENO DE
TECNICAS DE IMAGEN ULTRARRAPIDA
EN DINAMICA ESTRUCTURAL

Como hemos indicado, introducir la variable tiempo
supone emplear el método estroboscopico (o a veces
el holografico) con dos pulsos de luz o uno de luz y
otro electronico, lo cual implica instrumentos con una
geometria unica (deben confluir los dos haces sobre la
muestra) para lograr resoluciones no solo espaciales
(del orden del nm como hemos visto) sino temporales
(entre ps y fs, o incluso de attosegundos). En parte ya
tratamos en una comunicacion anterior (1) de estas
técnicas. Aqui insistiremos en los avances en resolu-
cion temporal y en las ideas para mejorar el disefio
de equipos.

La variable tiempo es la magnitud conocida con
mayor precision, lo que se consigue a través de las
técnicas de peine de frecuencias (T. Hansch, J. Hall,
Nobel de Fisica 2005). Por otra parte, los laseres ultra-
rrapidos pulsados, fueron un resultado temprano de la
optica no lineal, la cual ya se conoci6 en el siglo XIX,
con la aparicion del efecto Kerr (1875). Los avances
sucesivos en laseres pulsados han incluido los méto-
dos: Q-switching, mode locking de C. Shank (1981)
y W. Sibbet (1991), CPA-chirped pulse amplification
de G. Mourou (1985), Femtoquimica de Zewail (1987)
y peines de frecuencia (optical frequency comb de J.
Hall y Hénsch).

La fotografia basada en el método estroboscopico
(E. Muybridge, 1872; Edgerton, 1934) permite seguir
el movimiento de un objeto mediante disparos de flash
muy rapidos y seguidos, donde el tiempo de apertura
T del obturador es igual a la resolucion espacial Ar
dividida por la velocidad v del objeto, T=Ar/v. Para
seguir el movimiento de los atomos hay que recor-
dar que su velocidad viene dada por la velocidad del
sonido en el medio y la resolucion espacial exigida
en estudios nanoscopicos esta también dada por el
tamafio del atomo =~ 1A, por lo tanto, el tiempo T
entre disparos sera t= 1071 m/10° m/s = 107 s =
100 fs. También la Teoria del Estado de Transicion
en Cinética Quimica da un tiempo similar, que es el
inverso de la frecuencia k,T/h=10" s™'. Fotografiar un
atomo no puede hacerse directamente no sélo porque
la resolucion espacial (incluso la superresolucion) atn
no ha logrado llegar al Angstrom, sino porque debido
al principio de incertidumbre la interaccion particula
excitante (foton, electrén) con el atomo modifica el
estado cuantico de este, produciendo una imprecision
en momento y posicion. No obstante, combinando
los principios de incertidumbre momento-posicion y
energia-tiempo se llega a la expresion Ax=(p/m)At, que
relaciona las incertidumbres espacial Ax y temporal
At del paquete de ondas, donde se consigue una lo-
calizacion del paquete de ondas de la particula Ax, a
pesar de una gran imprecision en la energia (AE=(p/m)
Ap). Asi, a un pulso de 50-100 fs le corresponde una
AE=100-50 cm™'. Se debe trabajar, por tanto, con las
velocidades de fase y grupo del paquete mecanocuan-
tico de la particula y con su modificacion intantanea
en la perturbacion. El método estroboscopico emplea
no so6lo atomos o particulas distintas en cada proceso
de bombeo y prueba de interaccion (procesos separa-
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dos por retardos temporales) sino colectivos distintos
(grupos de particulas conteniendo del orden de 10®
individuos) que pueden tener, sin embargo, la misma
coherencia. Esto es lo que se hace en Femtoquimica
(14). Es decir, un colectivo coherente de particulas
y caracterizado por una velocidad de grupo, se ex-
cita coherentemente a un estado nuevo, que, después
de un cierto retardo, se prueba por otro pulso laser,
obteniéndose asi un punto dindmico (un estado del
sistema a un cierto tiempo At). A continuacion con
otro colectivo equivalente se hace lo mismo, pero con
distinto retardo At,, y asi sucesivamente hasta obtener
una trayectoria dinamica de la particula.

En los estudios por difraccion de la Dindmica Es-
tructural, no se cambia a veces el material entre pares
de disparos, permitiéndose que se disipe la interac-
cion (calor) sobretodo con Rayos X (los electrones no
penetran el material). El principal reto de la Ciencia
Estructural ultrarrapida es obtener pulsos ultracortos
de las particulas excitantes (fotones, electrones) con
una longitud de onda adecuada para poder interferir
con la estructura atomica del material (sustancia dura,
blanda, superficie) estudiado.

Un problema basico en los estudios temporales es
lograr pulsos intensos y muy estrechos. Como hemos
indicado los pulsos laser logrados mediante mode-
locking (como el laser de estado solido Ti-Zafiro de
Sibbet, 1991) pueden agudizarse mediante la técnica
de amplificacion de barrido de frecuencias (CPA-chirp
pulse amplification de Mourou 1985) (15). En el caso
de difraccion de electrones, la anchura se mide con ca-
maras digitales (fast streak cameras) dando resolucion
en picosegundos (5).

Desde el punto de vista del disefio técnico, es im-
portante poder definir el tiempo cero y la longitud del
pulso para la observacion del movimiento estudiado. El
tiempo cero en Rayos X se mide por el solapamiento
de pulsos de bombeo y prueba (en Attofisica se puede
llegar mas lejos teniendo en cuenta la fase del grupo
envolvente CEP-carrier envelope phase) mediante la
funcion de correlacion temporal 1(t)=/E"(w,t).E(w.t).dt,
donde E(w,t)=E (t).expi(w, t+q(t)), siendo ¢ la funcion
de fase. En cuanto a la longitud del pulso se puede
llegar, como hemos dicho a tiempos de aproximada-
mente 100 fs.

II1.1 Desarrollo de nuevas técnicas de difraccion
de Rayos X (5, 17)

Las fuentes sincrotron (tercera generacion de fuen-
tes de luz) proporcionan un flujo de Rayos X con
longitud de onda sintonizable y resolucion temporal
del orden de 100 ps. De esta forma, se han detectado
intermedios de reaccion, cambios conformacionales
lentos y reordenaciones cristalinas de largo alcance.
Sin embargo, con el almacenaje de electrones en sin-
crotrones de tercera generacion, estamos a tres ordenes
de magnitud por encima del requerimiento de longitud
de pulso de rayos X (100 fs) para observar atomos en
movimiento. Mediante la técnica de cortes del paquete
electronico realizada con un pulso laser de fs (slicing
stored electron bunch) se puede seleccionar un paquete
estrecho de electrones mediante un pulso laser de fs,
que provoca un pulso de Rayos X también estrecho,
aunque de poca intensidad o brillo, similar a los dis-
positivos convencionales de mesa con formacion de
plasmas (18).

Con la llegada de los laseres de electrones libres
(cuarta generacion de fuentes de luz), que producen ra-
yos X duros (XFEL- X ray free electron lasers) basados
en aceleradores lineales como los disponibles en USA
(LINAC SLAC de Stanford, Berkeley, Brookhaven,
etc.) Japon (SCSS- Spring 8 Compact Sase Source) y
Europa (FELSH de DESY en Hamburgo, etc.) la inten-
sidad de brillo de los rayos X se ha multiplicado por
10° con respecto a las fuentes de plasma o de corte y la
duracion del pulso esta por debajo de los 100 fs (18).

Los dispositivos de mesa actuales también propor-
cionan pulsos de fs de rayos X mediante la forma-
cion del plasma del material (p.e. de Cu) cuando una
muestra solida se irradia con pulsos laser de fs, donde
el poder de pico del laser de fs es mayor que 10'® W/
cm?. El mecanismo consiste en la generacion de elec-
trones libres que se aceleran de nuevo sobre la muestra
mediante el altisimo campo del pulso oOptico de fs.
Como se sabe, la radiacion de rayos X se origina por
transicion de electrones de capas externas atomicas a
huecos del core del atomo en cuestion, provocando las
lineas caracteristicas (p.e. K , K;s en el caso del Cu). En
la Figura 8 se da el esquema de un equipo de fuente
plasma de rayos X de fs en vacio, donde aparecen los
dos haces, el de bombeo del laser y el de rayos X. La
superficie de la muestra sufre la ablacion por formacion
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Figura 8. Esquema de disefo de equipo convencional de
Difracciéon ultrarrapida de rayos X. Los dos haces de bombeo
(laser de fs) y prueba (rayos X) se focalizan en dngulo sobre

la muestra (ver ref.5).

del plasma y por tanto se debe desplazar ligeramente
entre disparos consecutivos del laser. La longitud del
pulso de rayos X depende de la duracion del pulso laser
y del tiempo de propagacion de los electrones en la
muestra. Este ultimo factor para muestras de =10um
de espesor es despreciable y por tanto la longitud del
pulso de rayos X es similar a la del pulso laser.

Para realizar estudios efectivos de rayos X con re-
solucién temporal se requiere una intensidad de mas de
10? fotones/estereoradian® y es muy deseable un brillo
de fuente de 10°-10"! fotones/estereoradian. El poder
del pico del laser sobre la muestra viene a ser =108 W/
cm?, unas 5 o6rdenes de magnitud mayor que el umbral
para la formacion de plasma en muestras materiales.

fs-optical |
pulse :
[ fs-encitation i
: HV <D . pulsy 1
i Ultra I’
]
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Figura 9. Esquema de un equipo convencional de difraccion
ultrarrapida de electrones. Los dos haces (laser y electrones)
inciden en diferente dngulo sobre la muestra (ver ref.5).

Existen, por otra parte, serias limitaciones para
la longitud de coherencia en los laseres de electro-
nes libres, mas en la coherencia transversal que en
la longitudinal, aunque incluso en esta ultima no se
superan los 50 nm. La duracién del pulso de rayos
X es el pardmetro mas critico en Difraccion y Espec-
troscopia de Rayos X y no se puede caracterizar con
camaras digitales convencionales, dado que con ellas
no se obtienen resoluciones por debajo de unos pocos
picosegundos, necesitandose otros métodos (indirectos)
muy sofisticados.

IIT 2. Desarrollo de nuevas técnicas de difrac-
cion de electrones (5, 19, 20)

Los aparatos de difraccion de electrones en fs son
equipos estandar tipo DTEM (dynamic transmission
electron microscopy) de mesa, constituidos por foto-
catodo con campos eléctricos DC o AC fuertes, lentes
magnéticas para colimar y focalizar el haz electrénico,
y detectores extendidos para recoger los patrones de
difraccion. Se da un esquema en las Figuras 9 y
10. Los electrones se emiten por efecto fotoeléctrico
a partir de una pelicula de Au de unos 20 nm de
espesor. El fotocatodo se mantiene a un alto voltaje
negativo (entre 30-100 KV) y la distancia al anodo
es la adecuada para dar un campo eléctrico DC de
unos 107 V/m. El haz electronico se acelera y colima,
mediante lentes magnéticas, antes del scattering con
la muestra, para producir luego un patrén de difrac-

ESQUEMA DEL SISTEMA LASER DEL MICROSCOPIO
ELECTRONICO DINAMICO DE TRANSMISION
{Livermore, LISA, 2007)
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Figura 10. /zda: Diagrama secuencial de los pulsos laser y

electrénico, mostrando la focalizacion de cada uno. Decha:

Detalle de un equipo convencional de difraccién electrénica
dindmico de transmision.
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cion en un pantalla de fésforo. Los electrones, ser
fermiones cargados, se repelen provocando un fuerte
efecto espacio-carga, lo que conduce a un ensancha-
miento del pulso electronico, lo cual es un factor muy
limitante. Este efecto espacio-carga se puede redu-
cir trabajando en condiciones de baja intensidad (en
el limite de electron Unico) o bien mediante fuentes
compactas de electrones. En el primer método, existe
una limitacién técnica dado que se necesitan del or-
den de 10°-10° electrones difractados para obtener un
patron de difraccion razonable, lo que supone que la
muestra tolere 10° fotones o que haya 10° muestras.
Este ha sido el método seguido por A. Zewail, después
de sus estudios en fase gas, para tratar muestras cris-
talinas usando ademas geometrias oblicuas (21) para
sintonizar los haces de fotones (laser) y de electrones.
En el segundo método, se usa una tendencia opuesta,
es decir, en lugar de usar un unico electron se bus-
ca incrementar la intensidad del pulso, mediante un
disefio de canon electronico compacto con pequeia
distancia de propagacion para asegurar una coherencia
espacial transversal local, lograndose pulsos de 600
fs con 10* electrones por pulso. Con este disefio se
logra que el pulso electronico origine un barrido de
frecuencia (chirp) extremadamente lineal, lo que hace
que el pulso pueda comprimirse usando un elemento
dispersivo lineal simple. Este es el método mas usado
hoy dia, que ha sido puesto a punto por E. Miller (19),
actualmente en el Instituto Structure and Dynamics
of Matter del Max Planck de Hamburgo.

Debido a la naturaleza fermionica de los electrones,
hay ademas una limitacion intrinseca para la coheren-
cia espacial. Esta se define como la distancia maxima
entre dos objetos para los que la interferencia es vi-
sible. La relacion entre coherencia longitudinal Ly
transversal L viene dada por la relacion L =L (p/Ap),
donde p es el momento y Ap su variacion en la direc-
cion transversal. La longitud de coherencia transversal
viene dada en funcién de la A de de Broglie (A= h/p)
segun el principio de incertidumbre, es decir L = Ap/
(2wAp)=h/(2wAp).

La determinacién de la longitud del pulso de elec-
trones puede hacerse mediante una camara digital con
fotointerrupcion, que transforma la longitud del pulso
electronico en dispersion espacial en la direccion del
campo eléctrico (ver Figura 11). Otra manera de me-
dir esa longitud es mediante la fuerza ponderomotriz

Figura 11. Cémara digital con fotointerrupciéon en microsco-

pia electronica. La longitud del pulso electonico se transfiere

como dispersion espacial en la direccion del campo eléctrico
(ver ref. 5).

variable creada por el pulso laser sobre las distintas
secciones del pulso electronico, dando asi un perfil
temporal de este ultimo.

II1.3. Comparacion de las técnicas de difraccion
de rayos X y electrones (22)

Ambas técnicas deben sincronizar los cambios es-
tructurales de la muestra en estudio con un proceso
fotoinducido (la luz es el movimiento mas rapido)
en el cual un pulso laser ultracorto que se lanza pri-
mero sobre la muestra, esté bien sincronizado con
un segundo pulso de prueba estructural ultracorto
(pulso de rayos X o de electrones) para poder asi
monitorizar y controlar el movimiento de los dtomos.
Generalmente los experimentos requieren excitar el
10% de las moléculas o celdas unidad para poder
resolver la dinamica. A estos niveles de excitacion,
las moléculas estan altamente perturbadas y no recu-
peran totalmente las condiciones iniciales, es decir,
los efectos térmicos de los procesos no radiativos,
y los intermedios de larga vida y los fotoproductos,
alteran la composicion de la muestra. Es el evento
primero de excitacion y no el de monitorizacion el
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que hace que el proceso sea irreversible. Por tanto,
debemos lograr que las fuentes de electrones o rayos
X sean suficientemente intensas para obtener estruc-
turas totales con resolucion atomica. Ademas se debe
trabajar lo mas proximo posible en el tiempo al limite
de disparo tnico (el retardo debe ser muy pequefio) o
consecutivo para lograr una pelicula de cinematogra-
fo; en caso contrario la cantidad de muestra requerida
hace intratable el experimento.

Por otra parte, se requiere desarrollar fuentes con
la combinacién adecuada de altas resoluciones tempo-
ral (unos 100 fs) y espacial (orden del nm), asi como
también de suficiente intensidad para poder focalizar
los movimientos atomicos.

La comparacion de técnicas de difraccion actuales
se debe hacer en base a los siguientes conceptos: Sec-
cion eficaz de scattering, longitud de onda de las par-
ticulas, velocidad del haz, penetracién en la muestra,
dafos a la misma, logistica operativa, etc., que fueron
resumidos en una comunicacion anterior (1). Todavia
hoy dia los Rayos X siguen siendo “el dorado” de los
estudios de difraccidon, aunque la Microscopia Electro-
nica va resolviendo muchos problemas, acercandose
al modelo. Al ser los electrones particulas cargadas,
su seccion eficaz es aprox. 10° veces mayor que la de
Rayos X, con la consiguiente disminucion del poder
de penetracion y la ventaja de aplicacion a moléculas
y superficies y muestras de fino espesor. Por la misma
razon, su divergencia es mayor y su coherencia menor
(dada por el recorrido libre medio) y presentan un
scattering multiple. La resolucion temporal es mayor
con rayos X generalmente. No obstante, los electrones
poseen ciertas ventajas en cuanto a focalizacioén (con
lentes magnéticas) pudiéndose lograr una resolucion
espacial mayor. Dado que, por otra parte, son las nubes
electronicas las que interfieren con los rayos x (los
electrones interfieren con los nucleos atémicos), el
fenomeno fototérmico (y/o posible dafio de la muestra)
se presenta mas con Rayos X que con electrones, ya
que éstos permiten o toleran la dosificacion de carga
y se acumula menos calor en la muestra. Finalmente,
los equipos de difraccion de electrones son técnicas
convencionales de laboratorio, mientras que las fuen-
tes de Rayos X exigen facilidades internacionales muy
costosas (ver p.e. cuarta generacion de XFEL en Ham-
burgo, que sera operativa en 2015).

IV. AVANCES EN ESTUDIOS
DE DIFRACCION

Vamos a referirnos brevemente a experimentos en
Dinamica Estructural resuelta en el tiempo, es decir a
procesos generalmente en fase condensada (solidos,
superficies, liquidos) y estructuras quimicas comple-
jas (biomoléculas) mas que a reacciones quimicas de
moléculas aisladas (14) de Femtoquimica propiamente
dicha o a movimientos electronicos (dinamica coheren-
te de electrones) en moléculas, tales como la migraciéon
de carga, etc. (2, 23) en Attofisica y Attoquimica. Los
patrones de difraccion que se obtienen son, en esencia,
transformadas de Fourier de la estructura molecular
en el espacio del vector momento proyectado (espacio
Fourier). Tradicionalmente se sigue admitiendo que la
difraccion de electrones es la técnica preferida para el
estudio de superficies, mientras que los Rayos X lo son
para biomoléculas (24, 25).

a. Quimica

Debemos recordar que los estudios en fase gas por
difraccion electronica para la determinacion de inter-
medios y fotoproductos de la reaccion de disociacion
del CF,L, llevado a cabo por el grupo de A. Zewail
(20) en la ultima década del pasado siglo, todavia
constituyen un logro notable. El limite de resolucion
temporal, dado por la diferencia entre la velocidad de
la luz y la de los electrones, esta limitado a unos po-
cos ps, lo que no es suficiente para estudiar la rotura
y formacion del estado de transicion. Puede mejorarse
la resolucion usando geometrias oblicuas que permiten
copropagar los pulsos (6ptico y electronico) sobre la
muestra.

También se ha estudiado, por difraccion de Rayos X
en ps, reacciones quimicas en disolucidn, en concreto
la recombinacién del lodo en tetracloruro de Carbono
(26). La funcién de distribucion radial del lodo, g(r)
esta relacionada con la sefial difractada S(k) mediante
la relacion

S(k) = 1 + 4mp/k [ (g (1r)-1) sin(kr)dr

lo cual permite obtener la distribucién de atomos
de lodo para retardos de 100 ps.
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b. Materiales

En el estudio de materiales pueden explorarse es-
tructuras cristalinas, amorfas y procesos de superficie.
Un aspecto interesante, en el estudio de fases conden-
sadas, es el proceso de fusion de solido a liquido, que
presenta una discontinuidad en la entropia y volumen
(derivadas primeras de la energia Gibbs respecto a la
temperatura y presion respectivamente). Se supone
que p.e. el hielo se funde desde la superficie hacia
el interior, lo que se conoce como nucleacion hete-
rogénea. Sin embargo si se suministra calor a una
velocidad mayor que la del movimiento del sonido
en el medio (movimiento de los 4&tomos) entonces se
puede lograr que la fusion comience desde adentro
hacia afuera (nucleacion homogénea). Esto pude lo-
grarse en procesos de bombeo (laser) y prueba (haz
de electrones) lo que se conoce como transicion de
fase fotoinducida en fusién no térmica, dado que el
proceso normal de fusion viene a durar del orden de
10 ps. También pueden estudiarse, mediante fuentes
brillantes de electrones, la dinamica de reacciones
fotoinducidas que incluye transiciones aislante-con-
ductor en moléculas con carga ordenada y cierre de
anillos en diarileteno (27).

Mediante fuentes de plasma de Rayos X, se pudo
estudiar la transicion de fase fotoinducida en VO, (ver
Figura 12) siguiendo la relajacion estructural, mientras
que en Espectroscopia dinamica es imposible separar
los términos electronicos de los nucleares (28). Tam-
bién se han detectado estados excitados que implican

Transicién aislante a metal (estructural y electrdnica) del VO,
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Figura 12. Transicion de fase (estructural y electrénica)
aislante-metal en VO, .

cruce entre sistemas (intersystem crossing) mediante
transiciones prohibidas de espin (29), etc.

Por métodos de corte del haz de electrones (slicing)
se consiguen pulsos de rayos X en fs para estudiar
transiciones de fase estructurales y desplazamien-
tos electronicos en enlaces quimicos (30) , asi como
transferencias concertadas electron-proton y cambios
de distribucion electronica en los compuestos LiH y
NaBH, (31).

c. Biomoleculas

En el estudio de las biomoléculas, las fuentes elec-
tronicas de fs no tienen atn la coherencia transversal
espacial suficiente para dar resolucion atomica y poder
estudiar celdas unitarias mayores de 6 nm, que apare-
cen en cristalografia de proteinas. Por este motivo, el
estudio de procesos bioquimicos se hace por las ultimas
técnicas de Rayos X, en concreto por laseres de elec-
trones libres (XFEL) a longitudes de onda de rayos X
duros (18). Asi se han estudiado cambios estructurales
fotoinducidos en la proteina amarilla fotoactiva, en la
xantosina y en la mioglobina (32). Uno de los estudios
mas interesantes ha sido el de la dependencia temporal
de la migracion del CO y la relajacion estructural en
cristales de la proteina carboximioglobina (en abrevia-
tura MbCO) mediante pulsos de Rayos X de s6lo unos
100 ps (33). (Ver Figura 13).

En estudios bioldgicos hay que tener en cuenta la
cooperatividad molecular expresada en los modos co-
lectivos, para descubrir las fluctuaciones estocasticas de
las proteinas, es decir la funcioén de respuesta biologica
es el resultado de movimientos correlacionados de un
gran nimero de atomos, lo que hace tremendamente
complejo el estudio de estos sistemas. Se requieren por
tanto millones de disparos (tiempo de exposicion de
unos 40 fs) en diferentes orientaciones para producir
otros tantos patrones de difraccion, mediante el méto-
do estandar de cristalografia en serie, 0o, mas aun, en
métodos de supermuestreo del método de imagen sin
lentes, para resolver el problema de la fase. La limita-
cion radica, por tanto, en el uso de muchas muestras,
exigido para paliar el dafio radiativo causado por el
disparo laser, lo que en la practica lleva a la situacion
de “difractar y destruir” cada vez (ver Figura 14). Se
emplea por tanto la nanofabricacion de chips cristalo-
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ESTRUCTURA-DINAMICA-FUNCION DE PROTEINA

Fotodisociacién de la Carboximioglobina

1000 pawe

1.8 naac J1.8 naes 3180 nsec

3,168 psec

Figura 13. Dindmica estructural de la carboximioglobina.

Figura 14. A. Imagen de difraccién de una particula
compleja con pulsos XFEL. B. recuperacion de la imagen 3D
promediando sobre orientaciones.

graficos que proporciona miles de cristales por segundo
en diferentes orientaciones que se van expulsando por
una valvula (skimmer) antes de chocar perpendicular-
mente con los pulsos laser.

Recientemente, se estan logrado grandes avances
en la resolucion (de hasta 3.2 A) mediante la técnica
de Criomicroscopia electronica. Esto se consigue me-
diante una nueva generacion de detectores electronicos
directos (no camaras CCD). Asi se ha logrado resolver,
por ejemplo, la estructura de la subunidad mayor del
ribosoma mitocondrial de la levadura (24).

V. CONSIDERACIONES FINALES

En esta comunicaciéon nos hemos centrado en el
fundamento y aplicaciones de las técnicas de imagen
con base en la difraccion de rayos X y electrones. Los
retos a que se enfrentan los avances, en concreto en
las técnicas de Rayos X, tanto en resolucion como
en intensidad y brillo de las fuentes, conducen a la
necesidad de disponer de unas potentes instalaciones,
centradas en unos aceleradores lineales de varios kilo-
metros de longitud (ver Figura 15). Ademas hay que
tener un control de la repeticion y tamafios estandar
de las muestras, lo que exige una normalizacion muy
exigente del disparo.

DESY, FLASH, XFEL de HAMBURG

Figura 15. Esquemas y panoramica de la gran instalacion
XFEL de Hamburgo.

No hemos insistido en las técnicas de procesado de
imagen, extraccion de datos y andlisis de la imagen que
requieren un elevadisimo tratamiento de estadistico de
datos, algoritmos de segmentacion de imagen, procesos
de suavizado de imagen, etc., que superan el nivel de
detalle de esta comunicacién (24).
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En cuanto al amplio campo de estudios que esta a la
espera de estas mejoras y desarrollos, destacan los es-
tudios de dindmica de proteinas: Estructura, dindmica
y funcion (p.e. proteinas G). En concreto, se requiere
desentrafiar la cooperatividad molecular e identificar
las unidades topologicas, asi como avanzar en el estu-
dio de las correlaciones de alta dimensionalidad, base
de las funciones de respuesta bioldgicas. Asi mismo,
el estudio de los movimientos alejados del equilibrio,
que es la base de toda la Quimica, y los avances en la
sintesis y aplicaciones de los nuevos materiales, se ace-
leraran, sin duda, con los progresos en estas técnicas.

Por otra parte estos estudios experimentales necesi-
tan el complemento de la simulacién mediante ordena-
dor, que esta logrando también avances espectaculares,
tanto en Dindmica Molecular de grandes sistemas de
particulas, como en estudios cuanticos basados en la
ecuacion de Schrodinger dependiente del tiempo.

En estos estudios nos centramos en la coherencia de
los movimientos atémicos, es decir, en la coherencia
del movimientos de los nucleos, pero existen también
estudios avanzados de la coherencia de los movimien-
tos de los electrones en moléculas y atomos (Attofi-
sica y Attoquimica), que combinan ambas dinamicas
(nuclear y electronica) para desentrafar el problema de
la estructura molecular y sus modificaciones tal como
se dan en la Dinamica de la reaccion quimica (22).

Finalmente, debemos recordar que el impacto de es-
tos estudios en Dindmica Estructural, estd provocando
la aparicion de una extensa literatura de alto indice de
impacto, en Revistas especificas, entre las que destaca
Structural Dynamics, creada por el American Institute of
Physics y la American Crystallographic Association de
la que es primer editor el Profesor Majed Chergui de la
Universidad de Lausanne.

En el caso concreto de la microscopia oOptica, la
concesion del Premio Nobel de Quimica 2015 por el
desarrollo de la Microscopia de fluorescencia por su-
perresolucion (lo que significa la superacion definitiva
del limite de difraccion de Abbe/Rayleigh) a los inves-
tigadores Hell, Betzig y Moermer (35), ha venido a
reconocer los avances de la Microscopia en el estudio
de moléculas individuales y de las técnicas no invasi-
vas de células vivas, con multitud de aplicaciones en
Biologia y Medicina.

REFERENCIAS

1]
2]
3]
[4]

[5]

[6]

[7]

8]

191

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

J. Santamaria, Rev. R. Acad. Cienc. Exact. Fis. Nat.
(Esp) 103, 357 (2009).

J. Santamaria, Rev. R. Acad. Cienc. Exact. Fis. Nat.
(Esp) 105, 129 (2012); Ibid. 105, 281(2012).

S. W. Hell, Farfield Optical Nanoscopy, Science
316, 1153 (2007).

W. E. King y otros, Ultrafast Electron Microscopy
in Materials Science, Biology and Chemistry, J.
Appl. Phys. 97, 111101 (2005). R. Falcone y otros:
“New directions in X-Ray Microscopy”, Contem-
porary Physics 52, 293 (2011).

M. Haida, K. Pechugin, y G. Sciaini: “Ultrafast
structural dynamics with table top fs hard X-Ray
and electron diffraction setup”, Eur. Phys. J. Spe-
cial Topics 222, 1093 (2013).

J. W. Miao, D. Sayre y otros, Nature 400, 342
(1999); H. N. Chapman y K. A. Nugent, Nature
Photonics 4, 833 (2010.

W. Demtroder, Laser Spectroscopy: Experimental
Techniques, 4th Ed. (Springer, 2008).

R. Barer, R. H. Coler y H. W. Thompson: Nature
163, 198 (1949); M. A. Harthcock y S. C. Atkin,
J. Appl. Spectroscopy 42, 3 (1988); E. N. Lewis, J.
Schoppelrei y E. Lee, Spectroscopy 19, 26 (2004).
J. R. Janesick: “Scientific charge coupled devices”
(SPIE Press 2001).

V. Nikolenko, B. Nemet y R. Yuste, Methods 30,
3(2003); Y. Ikegaya, G. Aaron, R. Cossart, D. Aro-
nov, I Lampl, D. Ferster y R. Yuste, Science 304,
559 (2004).

S. W. Hell y J. Wichman (Método STED), Opt. Lett
19, 780 (1994); S. W. Hell Y M. Krong, Appl.Phys.
B 60, 449 (1995); S. W. Hell, Scence 376, 1153
(2007); C. Eggeling, S. W. Hell y otros, Nature
457, 1159 (2009); W. Moermer y L. Kador, Phys.
Rev. Lett, 62, 2535 (1989); E. Betzig, Oppt. Lett
20,237 (1995); E. Betzig y otros (Método PALM),
Science 313, 1642 (2006); M. J. Rust, M. Bates
y X. Zhuang (Método STORM), Nat. Methods
3, 793 (2006); S. T. Hess y otros, Biophys. J. 91,
4258 (2006); B. Huang, W. Wang, M. Bates y X.
Zhuang, Science 319, 810 (2008); J. Bechhoefer,
Phys Optics, 6 mayo 2014.

M. Lucas y E. Riedo, Rev. Sci. Instrum. §3, 061101
(2012); D. Courjon y C. Bainier, Rep. Prog. Phys.
57,989 (1989).

B. Barwick, D. J. Flannigan y A. H. Zewail, Nature
462,902 (2009); F. J. Garcia de Abajo, Nature 462,
861 (2009).

J. Santamaria, Rev. R. Acad. Cienc. Exact. Fis. Nat.
(Esp) 101, 329 (2007).



Jesus Santamaria Antonio

Rev.R.Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. (Esp), 2015, 107 139

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]
[23]

[24]

D. Strickland y G. Mourou, Opt. Commun. 56, 219
(1985); D. E. Spence, P. N. Kean y W. Sibbet, Opt.
Lett. 16, 42 (1991); W. T. Silvart: “Laser Funda-
mentals” (Cambridge U. Press, 2004).

B. J. Siwick, J. R. Dwyer, R. E. Jordan Y R.J. D.
Miller, Chem. Phys. 299, 285 (2004).

R. J. D. Miller, Science 343, 1108 (2014); R.
Falcone y otros, Contemporary Physics 52, 293
(2011)

J. C. H. Spence, U. Weierstall y H. N. Chapman,
Rep. Prog. Phys. 75, 106101 2011); P Emma y
otros, Nat. Photonics 4, 641 (2010).

G. Sciaini y R. J. D. Miller: “Fs Electron Diffrac-
tion: Heralding the era of atomically resolved Dy-
namics”, Rep. Prog. Phys. 75, 102601 (2012); R.
J. D. Miller, Acta Cryst. 466, 137 (2010).

J. C. Willianson, J. Cao, H. Thee, H. Frey Y A. H.
Zewail, Nature 386, 159 (1997); H. lhee, A. H.
Zewail y otros, Science 291, 458 (2001).

C.Y. Ruan, V. A. Lobastov, F. Vigliotti, S, Chen y
A. H. Zewalil, Science 386, 159 (1997); P. Baum
y A. H. Zewail, PNAS 103, 16105 (20006).

M. Chergui y A. H. Zewail, Chem. Phys. Chem.
10, 28 (2010).

F. Lepine, M. Y. Ivanov y M. J. J. Vrakking, Nature
Photonics 8, 195 (2014).

R. J. D. Miller, Science 343, 1108 (2014); A.
Amunts y otros, Science 343, 1485 (2014); W.
Kiihlbrandt, Science 343, 1443 (2014).

[25]
[26]
[27]
28]

[29]
[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

1351

J. M. Thomas y P. A. Midgley, Chem. Phys. 385, 1
(2011).

A. Plech, S. Bratos, F. Mirloup , P. A. Anfinrud y
otros, Phys. Rev. Lett.92, 125505 (2004).

A. Cavalieri y otros, Phys. Rev. Lett. 87, 237401
(2001).

M. Gao y otros, Nature 496, 343 (2013); H. Jean-
Ruel y otros J. Chem. Phys. B 117, 15894 (2013).
P. Copens y otros, Acta Crystal. 466, 179 (2010).
E. Mohr-Vorobera y otros, Phys. Rev. Lett.107,
036403 (2011).

T. Elsaeser, M. Voermer, Acta Crystal. 466, 168
(2010); M. Voermer y otros, J. Chem. Phys. 133,
064509 (2010); V. Juvé y otros, Phys. Rev. Lett.
111, 217401 (2013).

D. Bourgeois, P. Anfinrud y otros, PNAS 100, 8704
(2003); Z. Ren, K.Moffat y otros, Biochemistry
40, 13788 (2001); S. Anderson, K. Moffat y otros,
Structure 12, 1039 (2004).

F. Schoffe, P. A. Anfinrud y otros, Science 300,
1924 (2006); D. Bourgeois, P. Anfinrud y otros,
PNAS 1034924 (20006).

Ver p.e. “Visualizing Chemistry: The progress and
Promise of Advanced Chemical Imaging” (National
Academy Press, Washington DC, 2006).

The Royal Swedish Academy of Sciences, (8 de
Octubre de 2014): Superesolved Fluorescence Mi-
croscopy (Scientific background on the Nobel Prize
in Chemistry 2014).





