
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Estudios de difusión rotacional en
moléculas fluorescentes a través de

una doble excitación con pulsos
láser ultracortos

Torga, Jorge Román

1999

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Físicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Torga, Jorge Román. (1999). Estudios de difusión rotacional en moléculas fluorescentes a través
de una doble excitación con pulsos láser ultracortos. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3104_Torga.pdf
Cita tipo Chicago:

Torga, Jorge Román. "Estudios de difusión rotacional en moléculas fluorescentes a través de
una doble excitación con pulsos láser ultracortos". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1999.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3104_Torga.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3104_Torga.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3104_Torga.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


o _. ,\ ¡Ü a - A r4 . :5 , I\ I ' "l '
¿VIA, ' b ' Ó H í. á“ a
R. - a .«u . .­‘ a 5‘ . . r o ¡.:i
i " " ‘ '4- -a ‘ "‘“ ' hgïMi ‘ u '_. 5-. lou- U I h

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Física

Estudios de difusión rotacional en moléculas fluorescentes a
través de una doble excitación con pulsos láser ultracortos

por Jorge Román Torga

Director de Tesis: Mario Carlos Marconi

Lugar de Trabajo: Laboratorio de Electrónica Cuántica, Dpto. de Física,
FCEyN, UBA

Trabajo de Tesis para optar por el título de Doctor en Ciencias
Físicas

15 de febrero de 1999.

:2).



Estudios de difusión rotacional en moléculas
fluorescentes a través de una doble excitación con
pulsos láser ultracortos

Palabras claves: fluorescencia, difusión rotacional, láser.

Resumen

En este trabajo se presenta una nueva técnica para la determinación de tiempos de
difusión rotacional en moléculas fluorescentes, a través del estudio de la fluorescencia
producida después de la excitación con dos pulsos láser ultracortos.
La técnica presenta la posibilidad de medir con resolución temporal limitada sólo por el
ancho del pulso, sin necesidad de detectores rápidos. La idea central, es obtener los
tiempos de difusión midiendo la energía total de fluorescencia en función del retardo
entre pulsos. Partiendo de un modelo de molécula esférica o elipsoidal, se propuso una
ecuación de difusión para describir la evolución de la población de moléculas excitadas.
Como consecuencia, se obtuvieron expresiones para la energía de fluorescencia total, y se
estudió su dependencia con los tiempos de difusión y los distintos parámetros del sistema
(energía de excitación, orientación de los dípolos de absorción y emisión, retardo entre
pulsos, etc.)
Se muestra también, en este trabajo, los distintos esquemas experimentales montados
para realizar mediciones de energía de fluorescencia en función del retardo entre pulsos.
Finalmente, se muestran los valores para los tiempos de difusión rotacional obtenidos, a
partir de estas mediciones en algunas muestras testigo.

Study of rotational diffusion times in fluorescent
molecules through a double excitation with ultrashort
laser pulses

Key words: fluorescence, rotational diffusion, laser

Abstract

This work presents a new technique for molecular rotational diffusion
times determination in fluorescent samples through the study of fluorescence produced
afier two-pulse excitation.
The technique has the possibility of doing measurements with time resolution only
limited by the excitation pulse-Width, without the use of fast detectors.
Rotational diffusion times are derived by measuring total fluorescence energy as a
function of time delay between pulses. From the model of spherical or ellipsoidal
molecules, a diffusion equation to describe the evolution of the population of excited



molecules was considered. Expressions for the total fluorescence energy were obtained. It
was also studied its dependence with the time rotational diffusion and different
parameters of the system (excitatíon energy, dipole oríentation, shape of the molecule,
Etc).
In this thesis, it also shown the different experimental set-ups built to measure
fluorescence energy as a function of the time delayed between pulses.
Finally, from these measurements, the results obtained for the rotational diffusion times
in some specific samples are shown.
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Capítulo 1

Introducción

1.1 Presentación y antecedentes del problema

Cuando una muestra fluorescente es iluminada con luz linealmente polarizada la fluores­

(xenciaproducida presenta anisotropía en la polarización, aún cuando la muestra excitada

sea isótropa. Esta anisotropía se debe a que la excitación se produce en un eje prefer­

encial fijado por la polarización del haz incidente. Esto induce una distribución angular

no homogénea de la población de moléculas excitadas y de las que permanecen en el es­

tado fundamental. Este fenómeno se conoce como fotoselección y se manifiesta en una

variación en la polarización de la fluorescencia producida después de la excitación. Por lo

tanto, si se mide la fluorescencia polarizada, la intensidad de fluorescencia medida en la

dirección paralela a la excitación será.distinta a la medida en la dirección perpendicular.

Esta diferencia en las intensidades se denomina anisotropía de fluorescencia y constituye

una poderosa herramienta para el estudio de propiedades dinámicas en una gran variedad

de moléculas orgánicas, colorantes y moléculas de interés biológico como ácidos nucleicos

y proteínas inmersos en distintos medios: líquidos, polímeros, geles, nuevos materiales

compuestosetc. [1],[2],

Las primeras observaciones de anisotropía de fluorescencia se remontan a principios de

sigloen los trabajos de Lummer [5]y Weigert A partir de esos experimentos el análisis

de la anisotropía de fiuorescencia ha tenido un enorme desarrollo y ha dado origen a

distintas técnicas con aplicación en fotoquímica, biología y medicina.

3



4 CAPITULO 1. INTRODUCCIÓN

Entre las numerosas aplicaciones que utilizan este fenómeno podemos mencionar: estudios

de migración de carga entre moléculas [2], apectroscopía de absorción y emisión

memnísmos de relajación de estados excitados [2],estudios de propiedades estructurales de

la molécula tales como su forma, dimensión y momento dipolar [7],cambios estructurales

de los estados excitados, interacción de la molécula con su entorno sea éste un solvente,

una red cristalina o la matriz de un polímero [2]y otras.

Las moléculas fluorescentes, a las que llamaremos a lo largo de este trabajo fluoróforos,

pueden encontrarse en la muestra en forma natural o bien introducirse en forma artificial.

En este último (¡iso la molécula fluorescente, cuyas propiedades son bien conocidas, se

encuentra en la muestra a manera de una "sonda óptica” pudiéndose estudiar, a través

de la misma, propiedades del medio en el que ésta se encuentra inmersa.

Para la descripción de la anisotropía de fluorescencia el esquema mas simple es suponer

que la molécula fluorescente es esférica, rígida, y tiene un dipolo de absorción coincidente

con el de fluorescencia. Se puede suponer que la distribución de moléculas fluorescentes

es homogénea antes de la excitación y que cada molécula tiene dos niveles el fundamental

y el excitado, al que pasa cuando absorbe un fotón. Después de la excitación tendremos

entonces, una población de moléculas en el estado excitado y una población de moléculas

en el estado fundamental. Con estas suposiciones se puede obtener en forma teórica una

expresión de anisotropía que se conoce como anisotropía fundamental y que tiene valor

máximo. Sin embargo existen una serie de factores de despolarización que modifican esta

anisotropía máxima que se obtendría en sistemas ideales. thos factores pueden ser de

dos tipos:

1- en primer lugar, aquellos que están relacionados con cambios internos en la estructura

de la molécula, que pueden producirse tanto en la absorción, en la emisión, o entre ambos

procesos.

2- el otro grupo de factores que intervienen en la desplarización está relacionado con la

interacción del fluoróforo con el medio en el que se encuentra. Aquí podemos mencionar

el movimiento de rotación de la molécula y las intercciónes eléctricas de ésta con el medio,
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entre otras.

En este trabajo tendremos en cuenta fundamentalmente esta última clase de factores de

despolarización relacionados a la intercacción con el medio a través de parámetros como :

viscosidad, temperatura, desplazamiento de volumen de solvente, fricción dieléctrica, etc.

Si la molécula estuviera inmóvil en el medio, la anisotropía de fluorescencia tendría un

valor máximo y constante en el tiempo. Sin embargo, en una situación real, la interacción

del fluoróforo con el medio hace que la anisotropía inicial relaje hacia una situación de

equilibrio, donde la distribución angular de moléculas fluorescentes vuelve a ser homogenéa

y la anisotropía se anula.

Dentro de los factores que influyen en la relajación, pondremos especial atención al

movimiento de rotación del fluoróforo. O sea que, a partir de la excitación inicial que crea

una distribución de moléculas excitadas, supondremos que es el movimiento de rotación

el factor predominante que tiende a volver a la muestra homogénea. En este caso la

anisotropía de fluorescencia es una magnitud apropiada para determinar esta evolución.

La descripción teórica del movimiento de rotación puede hacerse suponiendo que la misma

sigue un proceso de difusión hacia el equilibrio a partir de la excitación. Esta idea asume

que el factor predominante de la despolarización es el movimiento browniano de rotación,

que surge de suponer que el proceso de despolarización se produce fundamentalmente por

las sucesivas colisiones entre el fluoróforo y el medio. Si bien existen numerosas teorías

sobre la dependencia del coeficiente de difusión con los parámetros de la molécula y el

medio en que ésta se encuentra, no existe todavía una teoría a nivel molecular que permita

predecir el movimiento en forma general teniendo en cuenta todos estos factores.

Ya en 1929 Debye [8] mostró que el movimiento de reorientación puede ser descripto

planteando una ecuación de difusión angular basada en la teoría de movimiento browniano

de translación. En una importante cantidad de sistemas estudiados es posible ajustar los

valores experimentales de los tiempos de rotación a través de este modelo de rotación

difusional conocido como modelo hidrodinámico de Debye-Stokes-Einstein(D. S. En

el mismo el soluto es tomado como una esfera o un elipsoide y el solvente como un continuo
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de viscocidad 77.

Esta teoría es luego extendida para el caso de moléculas más complejas [9], [10] y [11],

y posteriormente se publican varios trabajos manteniendo la descripción hidrodinámica,

pero introduciendo modelos mas sofisticados que modifican la interacción soluto-solvente

[13] o introducen distintas condiciones de contorno en la resolución de las ecuaciones

hidralinámims [14], [15], [16], [17], [18] .

Hasta fines de 1970los resultados experimentales y teóricos se basaron en la interpretación

de la teoría hidrodinámica, atmque se muestra en varios trabajos, que la misma no se

ajusta correctamente a los resultados obtenidos Como consecuenciasurgen nuevas

teorías que incluyen efectos microscópicos, además de los colectivos ( hidrodínámicos) [19],

[20]. Una revisión en la evolución de las distintas teorías se puede encontrar en [17], [18].

En forma independiente del modelo utilizado el proceso de difusión lleva a que la población

de moléculas excitadas y las moléculas en estado fundamental evolucionen con un tiempo

característico hacia el equilibrio. En el caso en que el fluoróforo es de forma esférica

un solo tiempo caracteriza todo el proceso, si la molécula es más compleja pueden ser

varios. La relación entre estos tiempos y la gran cantidad de variables de las que depende

(temperatura, viscocidad, volumen, etc.) se resume en el tensor de difusión. En este

trabajo no entraremos en el detalle de la dependencia del tensor con estas magnitudes.

La expresión más aceptada para estos tiempos a los que llamaremos tiempos de difusión

rotacional es:

_fl
T —kaC+ To (1-1)

donde V es el volumen de la molécula que esta rotando, 77es la viscocidad del medio,

k es la constante de Boltzman, T es la temperatura, f es el coeficiente de fricción y C

es un parámetro determinado por las condiciones de contorno impuestas entre el soluto

y el solvente. La interpretación de este coeficiente se extiende en alglmos trabajos, al

considerar su dependencia con la forma de la molécula, la relación entre su volumen y el

volumen de la molécula de solvente, el volumen libre, etc [17].
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El valor de Tose obtiene en general por modelos no hidrodinámicos y está relacionado con

el tiempo de rotación libre del fluoróforo. En muchos casos este valor se considera nulo.

Asumiendo un proceso de difusión, e independientemente del modelo usado para el ten­

sor de difusión, Furry [21] y Favro [22], encontraron expresiones para la población de

moléculas excitadas en función del tiempo suponiendo una distribución inicial arbitraria.

En estos trabajos, se utiliza la equivalencia entre la ecuación de difusión y la ecuación de

Schoédinger, para la resolución de la evolución de la población de moléculas exeitadas,

aplicando la fimción de Green para el caso general de una molécula asimétrica.

A partir de los resultados obtenidos por Favro et al, y de las contribuciones de Lombardi

y Dafionn [23], Tao T [24] y Weber [25] entre otras, resultan tres teorías similares en

los trabajos de Ehrenberg y Riegler [28], Belford y Belford [29] y Chuang y Eisenthal

[26]. En estos trabajos se obtienen expresiones para las intensidades de fluorescencia para

el caso de moléculas asimétricas mostrando su dependencia con los tiempos de difusión

rotacional. Se asume también, que el dipolo de absorción y emisión se encuentra ubi­

cado en forma arbitraria dentro de la molécula y se muestra que, en el caso general de

molécuas asimétricas, es posible obtener hasta seis tiempos de difusión distintos aunque

no independientes.

Los primeros trabajos experimentales para la determinación de estos tiempos de rotación

difusional surgen a principio de siglo, y fueron realizados por Perrin [9],[10]utilizando

fuentes de excitación continua. En estos trabajos se supuso el caso de moléculas esférims

y elipsoidales, planteando un mecanismo de despolarización browniano. Posteriormente

Jablonski [27]relaciona estas expresiones con la anisotropía de fluorescencia, estudiando

además otros efectos en la despolarización de la molécula.

Si bien utilizando fuentes de excitación continua se han obtenido Ima gran cantidad de

resultados experimentales [7], es necesario en todos los casos suponer un modelo a priori

de los mecanismos de relajación para obtener los valores de los tiempos de difusión.

Un progrso considerable se obtuvo con el surgimiento de los láseres pulsados, ya que

wn los mismos se logra una fuente de excitación rápida que permite determinar en forma
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directa los tiempos de difusión.

En 1969 Eisenthal y Drexage reportan la primera observacióndirecta de un tiempo

de reorientación molecular usando un láser de excitación flmcionando en el régimen de

picosegimdos. A partir de allí los trabajos experimentales tuvieron un gan impulso que

mejoró aún más con la aparición de láseres de pulsos ultracortos (< 1 ps).

En la actualidad existen varias técnicas que permiten determinar tiempos rotacionales

con resolución en el orden del picosegundo o aún menores . Recopilaciones y discusiones

de las diversas técnicas pueden encontrarse en [l], [4],

Entre las más importantes podemos mencionar dos, la primera basada en la absorción

transciente y la segïmda basada en la mezcla de frecuencias.

a) en el primer caso la técnica se basa en métodos de absorción con la excitación de dos

pulsos La idea de la misma es excitar la muestra con un pulso de luz polarizada y

modificar la distribución angular de la población de moléculasde la muestra. La relajación

de las moléculas es sensada midiendo la absorción de un segundo pulso de prueba en

función del retardo entre pulsos.

Esta técnica fue introducida para la medición de tiempos de relajación por Shank y

Ippen [31] al proponer una variante interesante en la cual los dos pulsos de excitación

tienen un ángulo de 45° en sus ejes de polarización . La intensidad del pulso de prueba

es monitoreada en función del retardo entre pulsos después de pasar por un analizador

ortogonal con la dirección de polarización del segundo pulso. Esta técnica fué mejorada

por D. Waldeck y Fleming [32] y luego extendida por los mismos autores al caso en

el cual la absorción se produce en multiples niveles En la actualidad el método

se conoce como "Optically heterodyned polarization spectroscopy ” y ha dado lugar a

numerosos trabajos [36], enfocados principalmente al estudio de la dependencia del tensor

de difusión con la temperatura, la viscocidad, y los efectos de la fricción dieléctrica en la

determinación de los tiempos de difusión.

Otra variante de esta técnica que utiliza tres pulsos de excitación es conocida como "Tran­

sient grating absorption ”. En este caso, dos pulsos de excitación con polarizaciones parale­
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las se enfocan superpuestos en la muestra produciendo un patrón de interferencia. Como

consecuencia la muestra presenta Ima modulación en el índice de refracción que encuentra

un tercer pulso incidente. Esta modulación hace que este último pulso sea difractado y,

a partir del análisis de la señal difractada en función del retardo introducido, se obtienen

los tiempos de difusión. Esta técnica fue ensayada por Phillion et al [37],y Vonjena et al

[38], y luego por Moogb et al [39], quien consigue una resolución de 100 ps.

b) El segïmdo esquema, se basa en la medición de fluorescencia resuelta en el tiempo

después de una eXCitacióncon un pulso láser ultracorto (2 100] La resolución tem­

poral es del orden de los 500f s. y se obtiene midiendo la señal generada por mezcla de

frecuencias, al superponer la fiuorescencia con el pulso incidente en un cristal no lineal.

Midiendo la fluorescencia polarizada en forma paralela y perpendidicular a la dirección

de excitación se calcula la anisotropía de fluorescencia de donde se obtienen los tiempos

de difusión. Esta técnica desarrollada por Fleming [4]y en la actualidad denominada "up

conversion” fue aplicada en los trabajos de. R. Moog y Marronoelli [46]y Homg y Mar­

roncelli [44]utilizando un láser de Titanio-zafiro y distintas coumarinas como fluoróforo.

Estos trabajos han sido tomados como referencia en gran parte del trabajo experimental

realizado en esta tesis.

1.2 Objetivos y descripción de la técnica propuesta.

1.2.1 Objetivos

En este trabajo se presenta una nueva técnica para la determinación de tiempos de difusión

rotacional, a través del estudio de la fluorescencia producida después (le la excitación con

dos pulsos[47],[53],

La técnica presenta la posibilidad de medir con resolución temporal, limitada sólo por el

ancho del pulso, sin necesidad de detectores rápidos, y en forma directa ya que solamente

es necesario medir la fluorescencia total después de la excitación. La posibilidad de usar

fuentes de excitación en el orden del femtosegtmdo permite el estudio del movimiento de

rotación de la molécula fluorescente y de su interacción con el solvente en una escala de
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tiempo donde todavía es muy poco lo que se conoce.

La implementación de la técnica permite también realizar estudios de absorción que se

complementan con los de fluoreswncia para determinar los tiempos de difusión tanto en

la molécula en estado excitado como en el fundamental.

A través de estas expresiones para la energía de fluorescencia paralela y perpendicular

al eje (le excitación en función del tiempo y el cálculo de la anisotropía de rotación se

puede obtener el tiempo de despolarización de estas moléculas al que llamaremos tiempo

de difusión rotacional.

Para el sistema que proponemos el factor predominante de la despolarización es el movimiento

browniano de rotación producido por las colisiones entre los fluoróforos y el solvente en

el que se encuentran disueltos.

1.2.2 Descripción

En la técnica propuesta la eXCitaciónse realiza con dos pulsos láser iguales que inciden

sobre la muestra con un retardo controlado entre ellos. El primer pulso crea una dis­

tribución espacial de moléculas excitadas que, al decaer y relajar debido al movimiento de

rotación de las moléculas fluorescentes, producen una intensidad de fluorescencia deter­

minada. Esta primera excitación crea anisotropía también en la población de moléculas

en el estado fundamental.

El seg;me pulso incide sobre la muestra cuando todavía hay moléculas excitadas por el

primer pulso. Esto hace que la distribución de moléculas no excitadas que encuentra sea

diferente de la distribución homogénea que encontró el primero. Como además podemos

variar el retardo entre pulsos, se puede muestrear cómo varían las intensidades y energías

de fluorescencia, para un rango de valores de retardo mayores al ancho de pulso y menores

al tiempo de fluorescencia.

La idea central de la técnica propuesta consiste entonces en la medición de la energía

total de fluorescencia producida por los dos pulsos de excitación en función del retardo.

Debido a la anisotropía producida en la distribución espacial de moléculasexcitadas por el
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primer pulso, esta energía de fluorescencia, será.diferente de la mera suma de intensidades

producida cuando los dos pulsos están separados por un retardo mucho mayor que el

tiempo de fluorescencia o sea cuando no interactuan.

Comparando la energía de fluorescencia total producida a un retardo fijo, por la doble

excitación, con la que se obtendría en el caso en que los dos pulsos estuvieran separados

por un retardo infinito, podemos obtener información del tiempo de despolarización. A

esta diferencia la llamaremos energía diferencial de fluorescenciay será la magnitud (Entral

en el desarollo de este trabajo. A través de la curva de energía diferencial en función del

retardo podemos obtener los tiempos de difusión rotacional, objetivo final en la mediciones

del método propuesto.

En lo que sigue, este trabajo se presenta con el siguiente esquema: En el segIme (apítulo

se describe la idea de la técnica propuesta, el modelo teórico utilizado y las suposiciones

tenidas en cuenta en el modelo. Se presentan también las ecuaciones que describen la

evolución de la población de moléculas exeitadas y no excitadas después del doble pulso,

y se definen los conceptos de población diferencial y energía diferencial que constituyen

la idea central de este trabajo.

Se estudia el caso particular en donde el fluoróforo se supone de forma esférica, se obtienen

las expresiones de energ’a diferencial y su dependencia con el tiempo de difusión.

En el tercer capítulo, se estudia el caso más general donde la molécula tiene forma elip­

soidal, obteniendo expresiones para la energía diferencial cuando el dipolo se encuentra

sobre el eje de simetría o en dirección ortogonal a este eje.

Finalmente en el cuarto capítulo se describe el trabajo experimental desarollado y se

muestran los resultados obtenidos.



CAPITULO 1. INTRODUCCIÓN



Capítulo 2

Modelo

2.1 Consideraciones Generales

En éste capítulo se obtienen las expresiones de energía de fluorescencia, después de una

doble excitación de la muestra, a través de la resolución de una ecuación de difusión. En

el modelo propuesto, se tendrán en cuenta las siguientes suposiciones :

- El sistema en estudio es un conjunto de moléculas fluorescentes inmersas en un solvente

con sólo dos niveles, el fundamental y el excitado.

-La concentración de fluoróforos es lo sufientemente baja como para despreciar las in­

teracciones entre sí, sólo tendremos en cuenta la interacción con el medio en el que está.

inmerso.

- La molécula es rígida y no sufre ninguna modificación estructural entre la. absorción y

la emisión.

-Trataremos exdusivamente el movimiento de rotación del fluoróforo sin considerar su

dependencia con los parámetros del solvente. La interacción entre solvente y soluto se

describe a través de un tensor de difusión, y no entraremos en la descripción detallada de la

dependencia de este tensor con las carecterísticas del fluoróforo y del medio. F5 decir que

suponemos que el fiuoróforo está sometido a un número muy grande de ”colisiones "con

el solvente y esto permite tratar el problema como un movimiento de rotación browniano.

13
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2.2 Ecuación de movimiento del fluoróforo.

Para definir la orientación del fiuoróforo utilizaremos dos sistemas de referencia, un

sistema de laboratorio que llamaremos a lo largo de este trabajo X —Y -—Z, y otro

sistema fijo a la molécula que llamaremos 93-—y —z, según se muestra en la figura 2.1.

Definimos también el vector u(a, fl, 7), que determina la dirección del dípolo de absorción

y emisión de la molécula. La terna a, fi, 'y representa los ángulos de Euler [42]medidos

desde el sistema de laboratorio al sistema fijo a la molécula.

A

N Dipolo

V_<

X\

Figura 2.1: Sistemas de coordenadas X —Y —Z (sistema de laboratorio) y a: —y —z
(sistema fijo a la molécula) y los ángulos que definen la orientación relativa.

La ecuación de movimiento para u(a, ¡3,7, t) será:

du(o¿, B, 'y)
dt = w(t)a:u(o¿,,8,'y,t) (2.1)

donde w(t) es la velocidad angular del fiuoróforo en el instante t.
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Teniendo en cuenta la suposición de movimiento browniano, la velocidad angular debe

cumplir la ecuación de Langevin [45]del tipo:

dw t
= ”€w(t)+A(t) (2.2)

donde I es el momento de inercia de la molécula, é es el tensor de fricción rotacional y A(t)

representa el momento o torque producido por las coliciones entre molécula y solvente.

Supondremos que estas colisiones tienen un caracter aleatorio y por lo tanto:

< A(t) >= o < A(t)A(t’) >oc ¿(t —t’) (2.3)

Suponemos también que en la muestra hay N moléculas fluorescentes homogeneamente

distribuidas con una densidad (con respecto a la orientación) de no = 41W,donde 47r

representa la normalización en el ángulo sólido.

La muestra fluorescente es excitada por un pulso de luz y ésto crea una anisotropía

tanto en la población de moléculas excitadas como en la de las no excitadas. Luego de la

excitación, y debido al movimiento browniano de rotación, la anisotropía inicial producida

en la población de moléculas excitadas difunde hacia la situación de equilibrio.

Como la molécula tiene sólo dos niveles, el fundamental y el excitado, y despreciamos otros

caminos alternativos tanto para la excitación, como para la emisión, todas las moléculas

se desexcitan a través de la emisión de fluorescencia.

Llamamos ne(fl, t) a la densidad de moléculasexcitadas y nf (Q,t) a la densidad de molécu­

las en el estado fundamental. La densidad de fiuoróforos en la muestra antes de toda

excitación es no.

Supondremos que se cumple en todo momento la condición:

nf“), t) + ne(9,t) = no (2.4)

Y por lo tanto se verifica:
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[(nf(n,t)+ne(n,t)) dQ = N (2.5)

La condición 2.4 es una primera aproximación del problema real, ya que estamos suponiendo

que, tanto las moléculas excitadas, como las no excitadas, tendrán el mismo movimiento

de rotación y por lo tanto los mismos tiempos de difusión.

El tratamiento analítico de la difusión rotacional, se puede hacer en fomia análoga al caso

de la difusión por translación. En primer lugar definimos el operador de rotación infinites­

imal L, similar al operador momento angular definido en mecánica cuántica utilizando el

gradiente rotacional V9:

L = —¿VQ= 4mm (2.6)

Asi definido, el gradiente tiene en cuenta las variaciones producidas sólo por rotaciones

infinitesimales. El vector u es el definido anteriormente ( figura 2.1 )

Con este gradiente podemos definir, en forma análoga al caso del movimiento browniano

de translación, un vector de flujo del proceso de reorientación de las moléculas como:

J = D'Vn "(065,7) (2.7)

donde D representa las componentes del tensor de difusión, y n(a, fl, ry)puede represen­

tar tanto la densidad de moléculas excitadas como las que se encuentran en el estado

fundamental.

Es importante aclarar que, si bien el operador L es idéntico tanto para ne(o¿,B, 'y) como

para nf (a, 6,7), el tensor de difusión no es en principio el mismo. Esta diferencia se

debe a que la interacción soluto-solvente, en principio, no es la misma para la molécula

en el estado excitado y en el estado fundamental. En este trabajo despreciaremos esta

diferencia y supondremos, en todos los casos, que el movimiento de difusión y por lo tanto
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los tiempos característicos resultantes, son iguales en los dos casos. Esta suposición está

implícita en la condición 2.4.

La ecuación de continuidad para el caso de rotación se puede escribir como:

Ün_= . . 2.8
at L DLn ( )

Los coeficientes de difusión pueden definirse como:

t

Di].= f < wi(0)wj(t) > dt (2.9)
o

Supondremos en todos los casos que podemos elegir el sistema fijo a la molécula de forma

que en ese sistema el tensor difusión es diagonal.

Para los casos donde el coeficiente de fricción cumple la condición {it >> 1 la definición

se reduce a [14]:

Di]. = kg. ¿:j (2.10)

Dig» = o iaéj (2.11)

En este trabajo consideraremos los casos en que las moléculas absorbentes son de forma es­

férica o elipsoidal y tienen un momento dipolar de absorción p que tendrá una orientación

con el eje de polarización dada por los ángulos a, fl y 'y de acuerdo a la definición dada

en 2.1. Debido a la suposición de muestra homogenea, los ángulos deben cumplir:

0<fl<7r,05a,'7527r.

La eXcitación se produce con un haz linealmente polarizado en un eje que tomararemos

siempre como el eje Z en el sistema de laboratorio. Supondremos en primer lugar que

el haz de excitación es un pulso en forma de delta de Dirac con una energía total que

llamaremos a.
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O sea que la intensidad del pulso incidente será:

I (t) = a6(t —to) (2.12)

La ecuación de evolución que proponemos para la población de moléculas excitadas es

[53] :

+ Hne((2,t, K,<I>,)

(2.13)
¿(j-traganK,<I>,7—)= K(u.Z)2nf(Q,t,K,qm)—

La expresión para ne tiene dependencia con Q = (a, fi, 'y) de acuerdo a la definición dada

en la figura 2.1, t es el tiempo medido a partir de la primera excitación, K es un factor

que depende de la energía de excitación y cuya definición se da en 2.14, <1)representa los

tiempos de difusión rotacional, y 7' es el tiempo de fiuorescencia.

El segundo miembro de la ecuación tiene tres términos. El primero corresponde a la

excitación de la muestra, el segundo corresponde al decaimiento por fluorescencia, y el

último término tiene en cuenta la rotación difusional.

En el primer término, el factor K depende de la intensidad del pulso incidente I (t) a

través de la expresión:

¡(Ü
K = 0p AhI/ (2.14)

donde 0 es la sección eficaz de absorción del fluoróforo, p es la eficiencia cuántica que

asumimos cercana a 1, 1/es la frecuencia de excitación y A es el área de enfoque del haz

incidente.

Debido a la suposición inicial de una molécula con sólo dos niveles el decaimiento por

fluorescencia es monoexponencial.

En el tercer término H representa el operador de difusión que en su forma más general y

de acuerdo a 2.8 es:
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H = z Liz),ij (2.15)
7:5].

donde Di,- son las componentes del tensor difusión y L es el operador momento angu­

lar. Más adelante se darán las expresiones para casos particulares suponiendo una forma

determinada de la molécula.

Como estamos suponiendo que la excitación es una delta podemos resolver la ecuación

2.13 separando la excitación, de la evoluciónposterior del sistema, asumiendo que durante

la excitación el decaimiento por fluorescencia y la difusión son despreciables. De esta

forma se puede obtener la población de moléculasexcitadas en un instante imediatamente

posterior a la excitacion (t = 0+) .

ne(9,t = 0+, K) = no [1 —exp —(K (p.Z)2)] (2.16)

A lo largo de todo este trabajo supondremos que el valor de K es chico, tomando como

cota superior:

K S 0.1

Si tomamos como valor típico para la sección eficaz de las muestras: 0 :10_16cm2, y

p = 1 obtenemos, a partir de 2.14 una intensidad I _<_65gg, suponiendo un pulso de

1 ps. de duración con una longitud de onda de 532 nm. Esto corresponde a una potencia

medía de 650 mW para pulsos con una repetición de 100MHz.

Si hacemos un desarrollo en serie en K de la expresión 2.16 ,y conservamos solo los

términos hasta segundo orden, obtenemos:

71452,]:= 0+, K) = no K (u.Z)2 —¿K2 (uzy1 (2.17)

Integrando en todo el ángulo sólido tenemos que la fracción de moléculas excitadas será:

no _ 15 (10K 3K ) (2.18)

Que corresponde para K = 0.1 a una fracción del 3% sobre el total de la muestra.
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2.3 Ecuación de difusión

Una vez que la muestra es excitada el sistema decae por fluorescencia, pero al mismo

tiempo hay un proceso de difusión rotacional. Para describir esta evolución resolvemos

2.13 pero ahora sin el término de excitación.

Existen varios métodos para resolver este proceso de difusión [7],en este trabajo seguire­

mos la teoría presentada por Favro [22]y extendida luego por otros autores [28], [26]. La

ecuación a resolver es:

gïnJQtJï) z —Hne(Q,t,K) (2.19)

Esta ecuación es análoga a la ecuación de Shoedinger para un rotor rígido asimétrico. En

su trabajo, Favro et al, demuestra que un método conveniente para la resolución es el

de la función de Green. Aplicándola para este caso podemos expresar a la población de

moléculas excitadas como:

ne(Q,t,K) = f ne(90,t=0+,K)G(Qo/Q,t) on (2.20)Q

donde G’(Qo/Q,t) es la función de Green que describe la rotación del sistema de molécu­

las excitadas, suponiendo que en el instante t = 0+ teníamos una población dada por

n€(90,t = 0+, K) que evolucionará en el instante t a ne“), t, K).

La función de Green puede ser desarrollada en términos de las autofunciones del rotor

rígido asimétrico para el caso más general. Como en este trabajo analizaremos sólo los

casos en que el fluoróforo tiene forma esférica o elipsoidal podemos simplificar la expresión

para la función G(Qo/Q, t) y expresarla en función de las autofunciones del rotor simétrico.

De esta forma podemos escribir a la función de Green como:

G(Qo/Qa t) = z ClkmeXP(—Ezkmt) (2.21)
lkm
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En esta expresión los coeficientes se definen como Clkm= Wïkm(QO)\II¿km(Q)

Donde Wlkmfll)representa las autofunciones mencionadas, y Elkmsus autovalores

Después de separar la parte temporal, la ecuación a resolver es:

(DILÏ + D2Lg+ Dngmm = Elmxplm (2.22)

Donde D1, D2, D3 son los elementos diagonales del tensor de difusión, y Li representa las

componentes del operador momento angular según la definición dada por Rose [42].

De esta forma la expresión para la evolución temporal de la población de moléculas exci­

tadas será, utilizando 2.20, 2.21 y 2.22 :

nem, t, K) = Z alkm(K)mmm) (¿XM-Ema (2.23)
¿km

donde los coeficientes alkmse obtienen como:

am: j ne(Qo,t=0+,K) Wïkm(90)dflo (2.24)90

Teniendo en cuenta la expresión 2.17 los coeficientes alkmtendrán un término lineal y un

término cuadrático en K . O sea que, la expresión para ne“), t, K) será suma de términos

de orden 1 y orden 2 en K.

2.3.1 Excitación con el segundo pulso.

El seglmdo pulso llega a la muestra en el instante to. Por simplicidad suponemos que el

segundo pulso es idéntico al primero, esto es, una delta con energía a. La intensidad total

de excitación es entonces :

1 (t) = aó(t) + aó(t —to) (2.25)
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En todo momento supondremos que to < T y to < <1)donde (I)representa el tiempo carac­

terístico de difusión rotacional. Para este rango de tiempos el segundo pulso encontrará

la muestra modificada respecto a la que encontró el primer pulso de excitación, y esta

diferencia tiene dos contribuciones :

l-En primer lugar, al tener menor densidad de moléculas en el estado fundamental, la

fluorescencia producida por la excitación del segundo será menor. Esto es debido a que

hay todavía moléculas excitadas por el primer pulso. Esta diferencia depende del tiempo

de fiuorescencia del fluoróforo y no está relacionada con la difusión de las moléculas

excitadas.

2- El otro factor se debe a que en la. segunda excitación la muestra ya no es homogenea

como sucedía cuando fué excitada con el primer pulso.

Como los pulsos de excitación están linealmente polarizados la no homogeneidad en la

muestra se traduce en una disminución en la población de moléculas excitadas. La idea

fundamental de la técnica es utilizar estas diferencias para, a través del estudio de la

fluorescencia en función del retardo, obtener información del tiempo de fluorescencia y

del tiempo de difusión rotacional del fluoróforo.

Después de la excitación con el segundo pulso la población de moléculas excitadas será:

ne(Q,t = tj,K)=(no—ne(Q,t=t;,K)) K(p.Z)2-—%K2(M.Z)4+
ne(fl,t H tg, K) (2.26)

En esta expresión el primer término corresponde a las moléculas excitadas por el segundo

pulso, el segundo corresponde a las moléculas que fueron excitadas por el primer pulso y

todavía no decayeron al estado fimdamental en el instante to.

Podemos escribir 2.26 como:

zmp H.
II

¿3510: "o [KM-Z? —¿K2 (,¿_z)4]­

ne(9,t = t;,K)[K(p.Z)2—%K2(,u.Z)4]+ne(0,gb,t=t;,K) (2.27)
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En 2.27 la población de moléculas excitadas resulta ser suma de tres términos. El primero

es idéntico a la expresión 2.16, obtenida para la primera excitación , el segimdo término

depende sólo de la población remanente del primero y representa las moléculas que dejan

de ser excitadas por el segundo pulso debido a que hubo una excitación previa. Esto

significa que la cantidad de moléculas excitadas por el segundo pulso disminuye a medida

que es menor el retardo ente pulsos. El tercer témino coincide con el segundo de la

expresión anterior (2.26) y corresponde a las moléculas excitadas por el primer pulso, que

todavía no decayeron al estado fundamental.

Llamaremos desde ahora población diferencial ( nd ), a la densidad de moléculas excitadas

determinada por el segundo término en la ecuación 2.27. O sea que:

mm = to,K) = new: = tg, K) K (¡u-Z)2—¿K2 (uzr‘ (2-28)

La población diferencial tiene en cuenta la diferencia entre la ”cantidad ” de moléculas

excitadas por el primer pulso, y la cantidad excitada por el segundo, asumiendo que los

dos pulsos son idénticos. Esta diferencia depende de la velocidad de desexcitación del

fluoróforo, a través del tiempo de fluorescencia, y de la difusión rotacional de acuerdo

a lo ya comentado anteriormente. De esta forma podemos obtener información sobre el

tiempo de difusión rotacional y el tiempo de fluorescencia estudiando sólo la evolución de

la población diferencial en función del retardo.

De acuerdo a la expresión 2.23 y 2.24 la expresión ne(9,t = tg, K) tendrá solamente

términos lineales y cuadráticos en K. Para ser consistentes con la suposición inicial con­

servaremos sólo términos de orden 2 en K. Podemos entonces, redefinir la población

diferencial despreciando el términ —%K2(M.Z)4en la expresión 2.27 ya que a el producto

ne(Q,t = tg, K) áKz (MZ)4 tendrá todos sus términos de orden superior . De esta forma

nd(Q,t = to, K) = 7249,15= tg, K) [K(N.Z)2] (2.29)
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A partir de esta definición, y con el mismo razonamiento utilizado para obtener la evolu­

ción de la población de moléculas excitadas, podemos estudiar la población diferencial a

partir de la segunda excitación obteniendo la expresión de n¿(9, t, K) en función de las

autofunciones ‘Illkm(Q)para t > to.

nd(Q,t, K) = z blkm(K)mmm) exp(—E¿kmt) (2.30)
1km

donde los coeficientes blkm(K) se obtienen en forma análoga a 2.24.

Para obtener las expresiones para nd(Q, t, K) y, a partir de éstas, la intensidad y energía

de fiuorescencia, es necesario conocer la forma de la molécula y la ubicación de los dipolos

de absorción y de emisión dentro de la misma.

Como primer paso estudiaremos la situación más sencilla que corresponde al caso de una

molécula esférica donde los dipolos de absorción y emisión son coincidentes.

2.4 Moléculas esféricas

En esta sección trataremos el caso particular donde suponemos que la molécula es de

forma esférica con un momento dipolar de absorción y cuya dirección Viene dada por el

vector u(o¿,flyy) definido en 2.1

Debido a la simetría que presenta la molécula son necesarios sólo dos ángulos para describir

su orientación. Por esta razón utilizaremos el sistema de coordenadas polares en lugar

del sistema a, fi, 7, con la definición usual dada por los ángulos 0 y CI)medidos desde el

sistema X —Y - Z fijo. Ver esquema en la figura 2.2.

Por la simetría que presenta la forma de excitación, ( luz linealmente polarizada en el eje

Z ) no hay dependencia con el ángulo <1)y por lo tanto, las expresiones para la población

de moléculas excitadas y no excitadas tendrán dependencia sólo en Ü.

Debido a que estamos suponiendo el caso de moléculas esféricas:

[LZ = cos(0). (2.31)
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Dipoloww
Hoz Incidente

Figura 2.2: Sistema de referencia para el caso de molécula esférica

Sí suponemos que el primer pulso de excitación llega a la muestra a t = O,y dado que este

pulso es una delta podemos suponer que en t = OJrla población de moléculas excitadas

será, de acuerdo a lo obtenido en 2.16:

ne(9,t = 0+) = no(1 —exp(—Kcos2(9))) (2.32)

En esta expresión estamos asumiendo que no hay ninguna molécula en el estado excitado

antes de la llegada del primer pulso a la muestra.

De acuerdo a lo obtenido en 2.26 tomamos un desarrollo a segundo orden en K con lo

que la expresión 2.32 será:

new, gb,t = 0+, K, qm) = no(Kc082(0) —-—12-K2cos4(9)) (2.33)
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Después de la excitación la ecuación de evolución de la población de moléculas excitadas

está determinada sólo por los términos de difusión y de decaimiento por fluorescencia.

Luego de Separar la parte temporal, la ecuación a resolver es idéntica a la ecuación de

autovalores para un rotor esférico rígido. En este caso, debido a la simetría de la molécula

esférica, sólo los subindices l y m son necesarios.

Esto es :

LAI/¿Jn = E¿,m\II¿,m (2.34)

donde ‘Illmy Elm son las autofunciones y los autovalores del operador difusión definidos

en 2.22 que además, en este caso, coinciden con los armónicos esféricos.

El desarrollo 2.23 tiene ahora una expresión más sencilla ya que, la simetría en Z que

introduce la eXCÍtacióncon luz polarizada hace que sólo las autofunciones con m = O

tengan coeficientes no nulos. Podemos eliminar este subíndice en todas las expresiones y

utilizar la notación \II¿y El.

Las expresiones para las autofunciones y los autovalores se reducen entonces a:

\II¿= AlPl(cos(0) El = [(l + 1)D (2.35)

donde A; son constantes de normalización y P¿(cos(0)) son los polinomios de Legendre.

Dado que los tres elementos diagonales del tensor difusión 2.22 son iguales, tomamos ese

valor como D, el coeficiente de difusión.

Expandiendo la expresión 2.33 en fimción de los Pl tenemos que para todo t > 0 y antes

de la llegada del segundo pulso de excitación t < to:

new, t) = noz ClPl(cos(9))exp(—E¿t) (2.36)

Teniendo en cuenta que sólo consideramos términos de hasta segundo orden en K, y

debido a la simetría en la excitación, sólo los coeficientes Cl con valores de l = O,2, 4 son

distintos de cero.
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Definimos el tiempo de difusión rotacional (I)como:

1 1

(3:53:52 (2.37)

De esta forma la expresión para la población de moléculas excitadas para un tiempo t > 0,

a partir de 2.35, 2.36 y 2.37 será:

t K t 4 t

new’t)= “067K (1/3 _ _ + (2/3 _ P2(Cos(9))e’ï- —KP4cos(9)e‘%10 35

(2.38)

En el gráfico 2.3 se muestra la fracción de moléculas excitadas, % en función de 0 para

tres valores distintos de K. Esto correspondería a distintos valores en la energía de

excitación (ver por ejemplo 2.18). La fracción de moléculas excitadas llega a un valor

máximo cuando el dípolo es paralelo o antiparalelo a la dirección de polarización del haz

incidente ( 9 = 0 o H = 7r). Este valor es similar al valor de K según se muestra en el

gráfico 2.3.

Excitación con el segundo pulso

Cuando el segundo pulso llega a la muestra en un instante que llamaremos to, siguiendo

el mismo razonamiento de 2.16, la población de moléculas excitadas será suma. de dos

términos. El primero, al que llamaremos nl, constituido por las moléculas que todavía

permanecen en el estado excitado debido a la excitación con el primer pulso, y el segundo

al que llamaremos nz, el de las moléculas excitadas con el pulso retrasado. En todo

momento supondremos que to S 7' o sea que el retardo entre pulsos es menor al tiempo

de fluorescencia.

Esto significa que inmediatamente después de la segunda excitación tendremos:

n2(0,t = tg) = (no —ne(0,t = t5))(1 —exp(—K * cos2(0))) (2.39)
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Fraccióndemoléculasexcitadas

Figura 2.3: Fracción de moléculas excitadas en función del ángulo 9 para distintos valores
de K.

donde n2 representa la población total de moléculas excitadas sólo por el segundo pulso.

De esta forma la cantidad de moléculas excitadas después del doble pulso esta dada por:

ne(9, t) = n2(0,t) + n1(9, t) (2.40)

Y esta, expresión vale para todo t > to.

Para ser consistentes desarrollamos a segundo orden en K la expresión 2.40 y volvemos a

aplicar un desarollo como el de la.expresión 2.36 obtenemos:

‘“‘ 1 K t 1 1 K teat: (JU-:4) ____ 1 —;)___—to(;+_)____¿z _
n( ,) n e ((3 10)( +6 ) 45€ «b ge (241)

2 2K 2K ¿Q 22K de

+ ((- —7X1 + ¿“9) - Ïfi- T —*í6_t°(%+á)) P2(COS(9)5- “1’
4K t 8K 1 un

+ (-3541 + e ü ) * “ge_t°(;+%)) ¡34(COS(9))€—%°Ïl“1’) (2-42)
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De acuerdo a lo discutido en la sección anterior, la idea central para la obtención del

tiempo de difusión rotacional se basa en las diferencias entre las moléculas excitadas

por el primer pulso y las excitadas por el segundo pulso. Estas diferencias están dadas

exclusivamente, por la evolución de las moléculas que no fueron excitadas por el segundo

pulso, en el instante to, por estar en el estado excitado .

Utilizando la definición dada en 2.28 la población diferencial nd(0, t) en el instante que

llega el segundo pulso, y siempre en el caso particular de moléculas esféricas, tiene la

siguiente expresión:

n¿(0,t = tj) = ne(0,t = tg) [K (cos(0))2—¿K2 (cos(9))4]

Haciendo el desarollo a segundo orden en K, siempre a t = to, y reemplazando 2.41 en

2.43 resulta :

nd(0,t = tj) = no6Xp("-t;0)K2 + exp(—%)cos(0)4+ áexp(—%)cos(0)2)

Una comparación entre la densidad de moléculas que se encuentran en el estado ”difer—

encial ” (en t = to), con la densidad de moléculas en el estado excitado después de la

primera excitación (t = 0), da una idea clara de la relación entre la energía de fluores­

cencia producida por cada pulso y la energía diferencial, de la que se espera obtener los

tiempos de difusión. Para eso calculamos el cociente entre la densidad de moléculas en la

población diferencial y la densidad en el estado excitado. Llamaremos F al resultado de

este cociente:

Fam, <I>)= Fifa,—-—í:t¿f= ÉKMMÏÏÏÏ 5)“PH?” (2'45)

En esta expresión se ve que el cociente F tiende a cero cuando el retardo es mucho mayor

que el tiempo de fluorescencia (7') independientemente del valor del tiempo de difusión

(<I>).Esto significa que todos los procesos de difusión rotacional con tiempos mayores que
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7'no podrán ser medidos con esta técnica. Este resultado es razonable, teniendo en cuenta

que ütamos obteniendo la información de la fiuorescencia

Otro hecho importante es que, debido a la condición de K S 0.1, el cociente F(K, 7',(1))es

practicamente proporcional a K y, por lo tanto, a la energía de los pulsos de excitación.

En el gráfico 2.4 se muestra la distribución angular de la población diferencial para dis­

tintos valores en el instante de la segunda excitación (to).

0,011 —

0.010

0.009

0.008 ‘­

0.007 ­

0.006 ’­

0.005 .­

0.004 ‘­

0.003 ­
Poblaciúndiferencial

0.002 ­

0.001 ­

0.000 ­

4001 l n l n l u l n l u l 1 l 4L l

Figura 2.4: Población diferencial en función del ángulo 0 para distintos retardos entre
pulsos. Se tomaron como parámetros T = 10 y (I)= 1.

Si aplicamos el desarollo 2.30 con las mismas autofunciones y autovalores de 2.36 obten­

emos la expresión para la población diferencial para t Z to :

>(g + É mpeg) + (¿á + á cesan?)aca-<3) 62-46)

) ((3 cos(9)2 —%)exp(—t:1)t°)> +

nd(0, t) = noK2 exp(

nOK2exp(

noK2 exp(
MSM?“ll? ) + cos(0)4ngcos(9)2)exp(—(%t:1)to+
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2.5 Expresiones para las intensidades de fluorescen­
cia

A partir de la expresión 2.46, y siempre suponiendo que la excitación se produce con un

haz polarizado en el eje Z, podemos calcular la intensidad de la fluorescencia emitida en

una dirección de polarización dada por el versor É. Tomamos los ángulos 9’ y 925,para fijar

la dirección de É, de acuerdo al esquema que se muestra en la figura 2.5.

Polorizoción

Hoz Incidente '

Poiorizodores

Muesiro

Deïección de
Fluorescemcío

Figura 2.5: Detección de fluorescencia polarizada en dirección ortogonal a la de excitación.

En el sistema en que estamos trabajando será:

É: (sin(01)cos(gbl),sin(0l) sin(q5l),cos(0l)) (2.47)

De esta manera obtenemos la intensidad de fluorescencia en una dirección perpendicular

a la dirección de excitación a través de la expresión:

T (2.48)I<t> = ï jexp(—-í—)<é.p>2n(e,t>dn

CAP1TULO 2. MODELO



32 CAPÍTULO 2. MODELO

donde el versor i)es el que fija la orientación de las moléculas que aparecen en el integrando

dadas por n(0, 45,t) y por lo tanto:

f) = (sin(9) cos(q5),sin(l9) sin(qS),cos(0)) (2.49)

Para simplificar el cálculo supondremos que É se encuentra en el plano YZ (ver figura

2.2) y por lo tanto tomaremos en todos los casos 45/=

Desarrollando para este caso la expresión 2.48, y teniendo en cuenta que por la simetría

de la excitación la población de moléculas excitadas no depende de ab,la expresión general

para la. intensidad de fiuorescencia es:

I(t)=;1_- f exp(-—;) (sin2(e')sin2(e) sin2(6’)+eos2(9’)eos2(9)) n(0, t) dQ (2.50)
o

Llamaremos Ip(t) (Intensidad paralela) a la intensidad de fluorescencia obtenida cuando

á || Z, y ¡e(t) (Intensidad perpendicular ) a la intensidad obtenida cuando á J. Y y la

excitación es producida. con un solo pulso.

De acuerdo a estas definiciones:

Ip(t) = i fexp(—;)cos2(9) n(0,d>,t)dí) (2.51)

y:

160:)= í f exp(—;) sin2(t9)sin2(q5)n(9,d>,t)dfl (2.52)

Siguiendo el mismo razonamiento llamaremos en adelante Ee y Ep a las energías de flu­

orescencia paralela y perpendicular obtenidas cuando la.excitación se realiza con un solo

pulso.

Si en las expresiones 2.51 y 2.52 reemplazamos n(0,q5,t) por la población diferencial

nd(0, d),t) obtenemos lo que llamaremos la intensidad diferencial I dp y I dE .
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2.6 Expresiones para la energía diferencial

A partir de la intensidad de fluorescencia, podemos obtener la expresión para la energía

de fluorescencia integrando en el tiempo. La integral se obtiene tomando como tiempo

inicial el instante de la segunda excitación. De esta forma calculamos sólo la energía de

fluorescencia que llamamos diferencial.

De la misma forma que para las intensidades, elegimos como dirección de polarización

a los ejes Y y Z y llamamos energía diferencial perpendicular Ede, y energía diferencial

paralela Edp a las energías obtenidas con los respectivos ejes de polarización, de acuerdo

con las siguientes definiciones:

Edp= /Idp(t,to)dtdz/ Ede = /Ide(t,to)dt du (2.53)
to to

Las expresiones 2.53 correspondientes al caso de moléculas esféricas son:

4 K2 to to tO

Edp —fimmwexp(—;) (357 + 63d + 287'exp(—-¿)+ 72q5exp(——g)) (2.54)

y

4 K2 to to to

Ede—finomïexp(—-;) + 2145+ 287'6Xp(-g)+ 6Ó6Xp(—g))

Para tener una idea de la magnitud de la energía diferencial de fluorescencia comparada

con la fluorescencia total, definimos las energías normalizadas haciendo el cociente de la

energía diferencial, con la energía de fiuorescencia que produciría la excitación con un solo

pulso.

Llamaremos Enp a la energía normalizada, polarizada en forma paralela al eje de eX­

citación, Ene para el caso polarizado en forma perpendicular.

Ene
’É; Ene- ‘Eï
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donde Ep y E6 son las energías obtenidas excitando con un solo pulso.

En los gráficos 2.6 y 2.7 se muestran las curvas de Enp y Ene en función del retardo entre

pulsos para distintos valoresdel cociente

. — (br-1:
0.007- — 4>=T/2

- — d>='c/10
g 0.005_ -—<b=1:/50
N _

g — (pq/100
m 0.005 ­Ü
(U
.N
a 0.004­
É
g 0.003 '­

3%
¿ 0.002 ­
(DC

LLI
0.001 '­

00 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1: /1:
0

Figura 2.6: Energía diferencial normalizada paralela al eje Z (/Ednp)para distintos valores
de la relación d);

En todos los casos las curvas de energía diferencial se obtuvieron con K = 0.01.

Según se muestra en los gráficos 2.6 y 2.7, los valores máximos para esta energía se

obtienen para retardos cercanos a cero. La razón está en que, cuanto menor sea el retardo

entre pulsos, mayor será la anisotropía presente en la muestra que encuentra el segundo

pulso de excitación, y por lo tanto mayor la diferencia entre la energía de fiuorescencia

producida por el primer pulso y la energía producida por el segundo. La energía diferencial

es precisamente, ésta diferencia. De acuerdo a las figuras 2.6, 2.7, los valores máximos,

corresponden al 0.7% de la energía de fiuorescencia que se obtendría con un solo pulso de

excitación.
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Figura 2.7: Energía diferencial normalizada perpendicular al eje Z (Edna)para distintos
valoresde

Se observa también que para los casos donde se cumple la relación 9 < 1 las curvasT ñ’

muestran un decaimiento rápido en la energía diferencial, que corresponde a la difusión

rotacional, seguido por un decaimiento lento que corresponde a la fluorescencia. Puede

observarse que, bajo esta condición, el proceso de difusión es menos afectado por el de­

caimiento por fiuorescencia.

En el caso inverso en que É Z É ambos procesos, difusión y decaimiento por fluorescencia,

ocurren en tiempos similares y el comportamiento biexponencial es menos evidente.

Sensibilidad

Para hacer una estimación de 1a sensibilidad del método, calculamos la variación de Ed,p

y Ede con el tiempo de difusión.

Definimos:
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_ 313dp _ aEde
Sdp— ads y Sde— aqs

En los gráficos 2.8 y 2.9, se muestan los valores de Saipy Sde en función del retardo para

distintosvaloresde
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Figura 2.8: Sensibilidad en función del retardo para la energía diferencial paralela. Se
tomaron distintos valores de É

A partir de estas curvas, se puede observar que la sensibilidad de la energía diferencial

aumenta cuando el cociente É disminuye. Los casos típicos de interés son principalmente

aquellos donde los tiempos de rotación son cortos, por debajo del nanosegundo, mientras

que los tiempos típicos de fluorescencia se encuentran entre 1 y 10 nanosegundos.

También surge de estos gráficos que, para los casos en que 45> 7', la sensibilidad tiende

a cero y la técnica deja de ser útil. Esto se debe, a que la fiuoracencia no puede tener

información del movimiento de difusión si su tiempo característico es mayor a 7’.
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Figura 2.9: Sensibilidad en función del retardo para la energía diferencial perpendicular,
tomando distintos valores de É

Para evaluar los valores de É que optimizan la técnica, la figura 2.10 muestra el cociente

entre sensibilidad y energía diferencial para el caso en que la polarización es paralela.

Idénticos resultados se obtienen para el caso de polarización perpendicular.

En el gráfico 2.10 se puede observar que el cociente sensibilidad/ energía diferencial alcanza

su valor máximo cuando el retardo es cercano al valor del tiempo de rotación, además

este valor crece cuando el cociente É disminuye.

2.6.1 Energía diferencial total

Cuando la detección de la fluorescencia polarizada se hace de acuerdo al esquema de la

fugura 2.5, la energía de fluorescencia total será:

Et = Em+ Ey + Ez = Ep + 2Ee (2.56)
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Figura 2.10: Cociente entre sensibilidad y energía diferencial para el caso en que la po­
larizaciónes paralela, tomando distintos valoresde

donde llamamos Em,Ey, Ez a la fluorescencia polarizada a lo largo de cada eje, según 2.5.

Debido a la simetría en el eje Z de excitación, se cumple: Ez = Em= E8 es la energía de

fluorescencia perpendicular, mientras que Ez = Ep es la energía de fiuorescencia paralela.

Por otro lado, si la detección de la fluorescencia se realiza en una dirección arbitraria de

polarización dada por el vector E, ( figura2.5) la expresión para está dada por:

E¿ = sin2(6”)Ep+ cosz(9')Ee

En el caso particular en el cual la detección se realiza con un polarizador donde E cumple

la condición : 2sin2(0') 2 cos2(0'), la energía de fluorescencia será proporcional a Et. En

este caso, se dice que la dirección de polarización está en angulo mágico, y corresponde

en nuestro esquema a un ángulo 0' = 54.7”.

Extendiendo este razonamiento, llamaremos energía diferencial de fiuorescencia total (
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Ed¿)a:

1Edt= +ZEde)
Para, el caso de molécula esférica se obtiene la.expresión:

4 t t

Edt z EWK2n0exp(—;9)(5 + 4exp(—í)) (2.58)

En el gráfico 2.11 se muestra el comportamiento de Edt en función del retardo para

distintos valoresdel cociente

0.007 — =rl10

h“ Ó=TÍ5

Edtotal

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 2.11: Energía diferencial total para distintos valores de É

La energía diferencial total presenta una ventaja importante con respecto a las definidas

anteriormente ya que los valores de los coeficientes que multiplican a las exponenciales (ver

2.58) no dependen de T ni de QB.En las expresiones 2.54 y 2.55 en cambio esta depedencia

sí aparece.
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La eliminación de la dependencia con (I)y T en los coeficientes, se consigue en otras técnicas

( single photon countng [2], up-conversion [44]), haciendo dos mediciones y calculando la

anisotropía de fluorescencia ( la diferencia entre la intensidad de fluorescencia en dirección

paralela y perpendicular ) [7], En este caso solo es necesaria una mediciónpara poder

realizar el ajuste.

2.6.2 Energía diferencial sin polarizar

Una alternativa interesante a las planteadas, es la de realizar la detección sin polarizar

la fiuorescencia. En este caso y suponiendo siempre un esquema de detección como el de

2.5, la expresión de la energía de fluorescencia no polarizada que llega al detector es:

Edsp = Edp + Ede (2.59)

8 o

Edsp = ¿Brno ((39q5+ 28T)exp(*to(% + + (42gb+ 357) exp(—ÉT—)) (2.60)

Este tipo de medición representa una simplificaciónimportante en el esquema experimen­

K2

(15+ T

tal ya que es eliminadoel polarizadoren la detecciónde fluorescencia

2.6.3 Comparación entre las distintas energías diferenciales

A partir de las expresiones 2.53, 2.55, 2.58 ,2.60 se puede observar que la energía diferen­

cial tiene una dependencia exponencial con los tiempos de fluorescencia y rotación. Las

curvas en todos los casos son suma de dos términos exponenciales, uno con un tiempo de

decaimiento + ¿f1 y el otro con un tiempo T.

Es interesante destacar que en los casos donde el tiempo de difusión es mucho menor que

el de fluorescencia ((25< fi) el término de decaimiento por fiuorescencia es practicamente

constante para los retardos del orden de (¡5.Esto hace que la curva sea practicamente una

monoexponencial y facilita el ajuste para obtener qfi.

Según se obtiene de la expresión 2.58, en el caso extremo en que 7' —>oo, la señal de

energía diferencial total cae de su valor máximo (obtenido a retardo cero), al 50% cuando
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to N gi. Esto se evidencia en el gráfico 2.12 donde se muestran las dos contribuciones

(fluorescencia y difusión) por separado y el resultado final que es la energía diferencial

total en función del retardo.

solo el término de difusión

—— Ediftot
solo el término de fluorescencia

Unidadesarbitrarias

U1
l

Figura 2.12: Se muetran por separado las contribuciones a la energía diferencial del factor
de fiuorescencia, el factor de difusión y el producto de ambas que es la Edtot

En este caso se tomo gb= El valor del término de Edt cae al 51%de su valor máximo

cuando to = (25.

En los tres casos presentados (Edp, Ede, Edt) , la medición de la energía diferencial permite

la obtención del tiempo de difusión con una sola medición, si se conoce el tiempo de

fluorescencia. En particular el caso de Edt presenta la particularidad, ya mencionada, de

que los coeficientes que multiplican a las exponeneciales no dependen de qSy 7'.

Por otro lado, hay una limitación siempre presente en ésta técnica y es que, sólo en los

casos en que el tiempo de difusión es del mismo orden, o menor al tiempo de fluores­

cencia, las mediciones serán posibles. De lo contrario 1a sensibilidad del método baja
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Figura 2.13: Comparación entre los valores máximos de Edp, Ede, Edt, Ednp en función
de K (proporcional a la energía de excitación).

En el gráfico 2.13 se muestran los valores máximos para la energía diferencial paralela

(Edp), energía diferencial perpendicular (Ede),energía diferencial total (Edt), y energía

diferencial no polarizada (Ednp) en función del parámetro K.

Se supone que en todas las curvas, tanto la muestra como los parámetros del pulso de

excitación son los mismos. Todos los valores graficados se calcularon inmediatamente de­

spués de la segunda excitación, y están normalizados con el valor máxhno que corresponde

a Edt para K = 0.01

En el gráfico 2.14 se muestran las curvas de energía diferencial normalizadas con la energía

de fluorescencia que se obtendría con un solo pulso. Los valores de estoa cocientes se

graficaron en función de K.

A partir de este gráfico se observa que, la razón entre energía diferencial y la energía de
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Figura 2.14: Relación entre los valores máximos de energía diferencial con la energía de
fluorescencia (con un solo pulso) en función de K.
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Capítulo 3

Moléculas elipsoidales

En este capítulo nos ocuparemos del caso de una molécula elipsoidal, con un eje de simetría

no degenerado.

En esta caso elegimos un sistema de referencia fijo a la molécula (a),y, z) y otro fijo en el

laboratorio (X ,Y,Z), tal como se muetra en la figura 3.1.

A¡A

PolarizaciónW
Haz incidente

Fluorescencia

Figura 3.1:

Suponemos que cada molécula en la muestra tiene un momento dipolar dado por ll, de
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u = #335+ uyy + x122 (3-1)

Será útil para el desarrollo que sigue, definir las componentes en una base esférica a través

de la transformación:

1 , _ 1 .

u“ = *\/;(ux + w) M1= ¿(Mzr w) #0= “z
(3.2)

Para cualquier vector V la relación entre las componentes en esta base, en el sistema de

laboratorio y el sistema fijo a la molécula, está dada por:

+1

vricml= z Dl’mk(a)¡67
m=—-1

donde Dlmk(a, fl, 'y) son los elementos de la matriz de rotación utilizando la convención

de Rose y a, fi,7 representanlosángulosde Eulersegúnla definicióncomún

En esta base, el producto escalar común entre dos vectores Vy W se escribe como:

+1

V.W = 1/wa + VyWy+ 1/;Wz= Z (-1)mvmw-m (3.4)
m=—1

3.1 Excitación de la muestra

Describimos con este formalismo la aborción de un fotón por un fluoróforo en la muestra

que, según lo descripto en 2.13, es proporcional al cuadrado del producto escalar entre

el eje de polarización del haz incidente y el momento dipolar de absorción. Utilizando la

relación 3.4 tenemos que:

(li-Z)2= Dlmanwan-m/fn (3.5)
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Esta expresión permite describir el caso general, en el que el dipolo de absorción tiene

cualquier orientación dentro de la molécula.

En este trabajo se consideraron de interés dos situaciones particulares, en donde:

i) el dipolo de absorción está orientado en el eje z de la molecula

ii) el dipolo está en el plano de simetría ortogonal al eje z.

En el primer caso la expresión 3.5 será:

<qu = ¿mmm = coszw) (3.6)

En el segundo caso podemos suponer, sin pérdida de generalidad, que el dipolo está

orientado sobre el eje ac.En cuyo caso el producto 3.5 será:

(3.7)
(MZ? = ¿”2 (Di01(9) ‘ 2D101(Q)D10—1(Q)+ Dima») = sin?,8 (_1+ 635900)

Los elementos de la matriz de Wigner pueden relacionarse con los armónicos esféricos en

los sistemas en que hay simetría de revolución. En nuestro caso ésto se cumple ya que

suponemos que la excitación es paralela al eje Z del sistema de laboratorio. Esta simetría

permite además eliminar la dependencia en uno de los ángulos de Euler. Por esa razón,

en la expresión 3.5 todos los elementos de la matriz de Wigner involucrados tienen uno

de los subindíces igual a cero.

Esto nos permite relacionar cada elemento de esta matriz con los armónicos esféricos de

la siguiente forma:

7T

Dmomm)= Dzo—m(0,5,—a)= war) (3.8)

Teniendo en cuenta estas propiedades podemos plantear la evolución de la población

de moléculas excitadas con un pulso y, a partir de esa expresión, obtener la población
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Siguiendo el razonamiento hecho para el caso general en 2.17, las expresiones para los

coeficientes obtenidos en 2.23, para la población de moléculas excitadas serán :

2

2 x/Éx/ïK (2 #3 - Mi—uf)
“2° z 15

= NÍÜx/ÏWZK (um+iuy)
15

21

a“ z 15

ÑfiK (Mi- MZ- MW)
a22 =

15

¿EH = x/ï’ñx/ÏTK(#3 - Mi+ ZMWJ)
15

Para la ecuación de difusión el operador H tiene la expresión:

H = DHL3+ D¿(LÏ + Lg)

Utilizando la expresión 2.23 y aplicándola al caso particular de moléculas elipsoidales

donde podemos utilizar las expresiones 3.5 y 3.8, tenemos que la población de moléculas

excitadas es:

2 1

ne(a,,8, t) = Si! alelm(o¿,fi) exp(-—E¿mt) (3.10)
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En esta expresión los autovalores Elm se obtienen a partir de la relac1ón:

Elm = ¿(l + 1)D¡¡ + (D¿ —D¡,)m2 (3.11)

Los coeficientes D“ y DL representan la componente paralela y perpendicular al eje z en

el sistema fijo a la molécula.

Para el caso de un elipsoide con semiejes a, b, en los trabajos [9] y [7] se propone una

relacion simplificada entre, los coeficientes de difusión y el cociente entre semiejes. Si

bién se encontró que en algunos casos la concordancia con los resultados experimentales

es buena [43], esta relación no se cumple en forma general, y sólo es tomada en este

trabajo como una estimación entre los tiempos de difusión del elipsoide y el tiempo de

fluorescencia. Las expresiones son :

3 — s 3 2 2 — 1 s—

DH= —pï—)D Dl = —p(—pÏp-2-:)1)—pD (3.12)2 (p2 — 1) 2

Donde p es el cociente entre ejes, menor que 1 para moléculas en forma oblada y mayor

que uno para las moléculas en forma prolada. El coeficiente D es el valor obtenido para

las moléculas esféricas donde <1)= É.

Los tiempos de rotación difusional están relacionados con los coeficientes de difusión por

la relación 3.11, tal como se mostrará en la siguiente sección. De ahí la importancia en la

determinación de los coeficientes del tensor de difusión D.

Las expresiones para las intensidades de fluorescencia obtenidas con un solo pulso, en

dirección paralela y perpendicular a la de polarización, tienen hasta seis términos con

decaimientos exponenciales. Esto es asumiendo una molécula no simétrica [26]. La

anisotropía es en este caso suma de cinco términos.

Para moléculas elipsoidales, el número de tiempos de decaimiento se reduce a tres, y estos

tiempos están relacionados con los valores de Em no nulos [26]. De estos tres valores, solo

dos son independientes. Esto mismo ocurre para las expresiones de la energía diferencial,
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3.1.1 Dipolo en el eje z.

En primer lugar trataremos el caso en que, el dipolo se encuentra en el eje z de la molécula.

En este caso, a partir de los resultados obtenidos en 3.6 y 3.9, se observa que la dependencia

en los coeficientes para la expresión de ne(o¿,fi, t, to) es idéntica al caso de moléculas

esféricas.

A partir de la evolución de la población de moléculas excitadas por el primer pulso,

obtenemos la población diferencial nd utilizando la expresión 2.29. Suponiendo que en el

instante to llega el segundo pulso de excitación, la expresión para nd será:

nd(a,fl,t,ta) = z z blmlfim(a,fl)exp(—E¿m(t—-t0)) (3.13)
1:0 m=—1

Como consecuencia de la simetría en la excitación, y en la forma de la molécula, sólo los

valores pares de l con 0 5 l S 4 y m = 0 dan coeficientes blmsé O.

2 to to

boo — —2707T%exp(——T—)(5+ 6exp(—q)1))

¡(R/5 to to
= —- 7 + 11ex ——

20 12W exp< T >< p( (bg)

K2 X (_to+t_o)
P (El

b =——-—e
4° 1057€

;
Los resultados obtenidos para la energía de fluorescencia son también similares, y las

expresiones para la energía diferencial, tanto polarizada como total, tienen un solo tiempo

de difusión que esta dado en este caso por la expresión:
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La expresión para la energía diferencial total es:

2K to to
Ed = —— 5 6 ——

t 2 077%exp< Tx + exp( ‘Ï’l

3.1.2 Dipolo en el plano my.

Desarrollaremos a continuación el caso en que los dipolos de absorción, y de emisión se

encuentran en el plano de simetría de la molécula, es decir, ortogonal al eje z. Sin pérdida

de generalidad consideraremos que los dipolos se encuentran ubicados sobre el eje cv.

Una vez obtenidos los coeficientes alm y utilizando las expresiones 2.26 escribimos las

expresiones para la población de moléculas excitadas para un tiempo t posterior a la.

excitación:

K T T

Wa’fl’t) 3-4? ’ 25% + 3 (608%)26‘“1+7“—e-4—u“r” — (3.14)
6(coso)?estáis“;l+ +

Í!1+6d7’+4e7’! 2 _tgl+6d7'+4e'r!
T 7'6 (cos(fl))2 (cos(a))2 e’ —3 (cos(fl)) e

De la misma forma que en el caso anterior, obtenemos la población diferencial nd, uti­

lizando la expresión 2.29. Suponiendo que en el instante to llega el segundo pulso de

excitación.

nd(a,fi,t,to) = z 2 blelm(a,fl)exp(—E¿m(t—to)) (3.15)
l=0 m=—-1

donde los valores de los coeficientes distintos de cero son:

K2 to
bm = —-———¿eXp(-——-)(3exp(—(2D“t0 + 4D¿to)) + exp(—6D¡¡to) + 5)360m T

2

hnn= —M— pvn{—fiwflpvnÍ-—Í9Ï)uf —l—¿1nd? H 4- 59VhÍ-Rnuf \—L7\
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ICA/30 to
b2i2 = :i:-————-—3exp(——)(9 exp(-—(2D"to + 4D¿to)) + 2exp(—6D“to) + 7)

50407Tï T

K2 to
b40= —3- exp(——T—)(exp(—(ZD||to+ 4Dlto)) + 2 eXP(_6DIIÉO))840775

K2 to _
bm = —-3 exp(--)(3 exp(-(2D¡¡to+ 4Dito)) + eXp(-6D“to)+ o)

36071'2 7'

K 2V70 to
b4zb4= -—3- exp(—-—)exp(—(6D"to + 4D¿to)) (3.16)

168071'2 T

3.1.3 Energía diferencial total.

A partir de 3.13 obtenemos la expresión para la intensidad diferencial de fluorwcencia en

dirección paralela (Idp), y perpendicular (Ide) al eje Z (paralelo al eje de polarización

de la excitación). A diferencia de las expresiones obtenidas para el caso de las moléculas

esféricas, las integrales sobre el ángulo sólido deben hacerse teniendo en cuenta que a y

B son ángulos de Euler y no las coordenadas polares del dipolo. De esta. manera :

Idpzf n¿(a,fl,t,to)(,u.Z)2dQ (3.17)Q

1 2 2

Ide: 5 f nd(a,fi,t,to) MX) +(,.¿.Y)]dQ (3.18){2

A partir de la expresiones para las intensidades obtenemos la energía diferencial paralela

(Edp), perpendicular (Ede) y total (Edt). Siguiendo la definición dada en 2.53 tenemos:

OO OO

Edp = / Idp(t,to)dt Ede = f Ide(t,to)dt (3.19)
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Edt = Edp + 2Ede (3.20)

La expresion obtenida en este caso es :

2K to
Edt = m exp(—;) (5 + 3exp(—to(2D¿+ 4D“)) + exp(—t06D¿)) (3.21)

De acuerdo a lo obtenido en 3.21 la energía diferencial tiene dos tiempos característicos de

difusión rotacional, a los que llamaremos Q1 y <I>2y están relacionados con los elementos

del tensor de difusión de acuerdo a:

1 1(Í)=——— (I)=—
1 2DL+4D|I 2 6D“

(3.22)

En la expresión 3.21, por lo tanto, encontramos tres tiempos característicos 7',<I>1y (P2

que determinan la forma de la curva Edt vs. to .

En los múltiples trabajos que se encuentran en la literatura [7], [2], los valores típicos

para los tiempos de fluorescencia oscilan entre lns y 10718,mientras que, los valores para

los tiempos de difusión, para mediciones realizadas cerca de temperatura ambiente van

desde 1 ps hasta 10 ns.[7], Por esta razón es que podemos separar claramente las

curvas de energía diferencial en dos regiones: la primera corresponde al caso en el cual,

el tiempo de fluorescencia es mucho mayor a los de rotación y la seglmda al caso en que

estos tiempos son similares.

Si utilizamos las expresiones 3.12 para obtener los valores de <I>1y <I>2vemos que, para el

caso prolado (p > 1), a medida que aumenta la relación entre los semiejes de la molécula

aumenta el cociente a; mientras que para el caso oblado (p < 1) los tiempos tienen

valores similares.

Por ejemplo para p = 1, resulta QI N Óg en los dos casos, pero cuando p = 10 tenemos



54 CAPÍTULO3. MOLÉCUÏLAS ELIPSOIDALES

En los gráficos 3.2 y 3.3 se muestran curvas de energía diferencial para diferentes valores

de la relación ¿Ei = 1, 2) . Se tomaron tiempos de rotación entre liar y T.

1.0 ­

0.8 ­

É

É b0.6 ­
5.: a
“U l
b C
¿a 0.4 —

d

O2 ­

l I l I 4 l I

0 2 4 5 8 10

t0/1:

Figura 3.2: Energía diferencial en función del retardo para una molécula obladaz.
(a) ©1=@2:2T, (b)q)1:q)2=7', (C)q)1=q)2=T/2, (d)(I)1=(I)2=T/10

Los valores de energía diferencial graficados, están normalizados con el valor máximo que

se obtiene cuando el retardo es nulo.

Las diferencias entre los dos gráficos se deben a lo comentado en el párrafo anterior. En

el caso oblado ( figura 3.2) los dos tiempos de difusión, <I>1y Ég, se mantienen iguales,

mientras que en el caso prolado (figura 3.3 ), <I>1se mantiene constante y solamente (P2

varía.
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.0m
l

(°> (b)

P¿x
l

EnergíaDif.Normalizada

3
...

Figura 3.3: Energía diferencial en función del retardo para una molécula pro­
lada. Para el caso oblado, las curvas se separan claramente para distin­
tos valores de <I>1y (Dz, mientras en el caso prolado,la diferenciación es menor.
(a) ©1:®2:T/10,(b)q)1=T/10,q)2:T/2,(C) ©1=T/10,(I)2=T,(d)@1=T/10,q)2:27

3.1.4 Energía diferencial no polarizada

En forma análoga a la definición dada en 2.60 la,expresión para la energía diferencial no

Donde:

(14 + 491)“ + 28OD¡¡D_L7'2+ 105D¿r + 140DÏ7'2)
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(39 + 672D"D¿T2+ 1201)“ + 336032 + 282D_L'r

47r(1 + ¿1X1 + ¡[í-2)

(13 + 224DIIDLT2 + 44DHT + 112Dí’7’2 + QÜDLTC =
47r(1+ ¿1X1 + á)

Si bién la expresión para Edsp es más compleja en cuanto a la dependencia de los coefi­

cientes con el tiempo de fluorescencia y los coeficientes de difusión, el comportamiento es

similar al que presenta la energía diferencial total.



Capítulo 4

Esquema experimental

4.1 Breve descripción

El trabajo experimental desarollado tuvo como objetivo principal la medición de la energía

diferencial de fiuorescencia después de una doble excitación en función del retardo entre

pulsos. A partir de estos datos, y según la predicción del modelo, es posible obtener los

tiempos de rotación difusional del fiuoróforo.

Para realizar estas mediciones, se buscó que la fuente de excitación utilizada cumpliera los

siguientes requerimientos: alta energía por pulso, alta repetición, ancho de pulso inferior a

los tiempos a medir y longitud de onda adecuada, para que sea eficientemente aborbida por

el fluoróforo. Para la muestra se tuvo en cuenta un sistema soluto-solvente con tiempos

de difusión menores o iguales a los de fluorescencia, que además la molécula pudiera

modelarse por una esfera o un elipsoide, y que se tratara de una molécula conocida para

poder comparar los resultados obtenidos oon esta técnica, con los obtenidos por otras.

El trabajo experimental realizado se puede separar en tres etapas. La primera fue llevada

a cabo en el laboratorio de Electrónica Cuántica, de la Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales de la Universidad de Bs. As. Allí se armó el láser de excitación y se montó el

experimento para la detección de la fluorescencia. En esta etapa se utilizó como fuente

de excitación un láser de colorantes bombeado por un láser de Nd: YAG. Este sistema

presenta dos ventajas importantes: a) alta energía por pulso y b) la posibilidad de realizar
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fluorescencia. Los inconvenientes que surgieron con este sistema fueron: la baja repetición

del pulso de excitación (10 Hz), las fluctuaciones del láser (cercanas al 5%) y el ancho

de pulso obtenido (800 ps). Este último punto requiere que los tiempos a medir sean

mayores al nanoseg‘imdo. Con este sistema se obtuvieron las primeras curvas de energía

difertencial en función del retardo entre pulsos, y los primeros resultados en tiempos

de difusión rotacional, aunque debido a los inconvenientes mencionados los resultados

experimentales presentanban una alta dispersión.

En la segunda etapa pasamos a sistemas de pulsos más cortos, mayor estabilidad en la

energía por pulso y alta repetición, tratando de resolver los inconvenientes del sistema

anterior. Se utilizó en primer lugar un láser de NszAG con modelocking, bombeado por

diodos. Este sistema fue armado en el laboratorio de Láseres de Diodos del CEILAP, en

CITEFA.

Con este sistema se mejoraron considerablemente los resultados en la medición, incorpo­

rando técnicas de lockin . Se ensayaron distintas configuraciones posibles para el montaje

del sistema de la línea de retardo y de la colección de fiuorescencia, y se consiguió deter­

minarlosparámetrosa teneren cuentapara la fluctuaciónen la mediciónde

la energía de fluorescencia. Sin embargo la baja energ'a por pulso impidió que se con­

siguieran resultados satisfactorios en la medición. Por esta razón fue necesario montar el

experimento con otro sistema de excitación.

En una tercera etapa se utilizó un láser de titanio-zafiro bombeado con un láser de argón.

Con este esquema se mantiene la alta repetición, por lo que utilizó el mismo sistema de

detección que en el caso anterior y se pudo aumentar la energ’a por pulso, con la ventaja

adicional de tener un ancho de pulso 100 veces menor. El láser utilizado fue un sistema

comercial, y el montaje del experimento se realizó en el laboratorio de Óptica Aplicada del

Centro de Instrumentos de la Universidad Autónoma de México. En esta etapa, también

logramos obtener curvas de energía diferencial en función del retardo y como consecuencia,

resultados experimentales para. tiempos de difusión rotacional en muestras líquidas.
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Láser de /\_ Linea de retardo
excitación y división del pulso

Monitoreodel >
pulso de salida >

Excitación de la
muestra

Detección de la
fluorescencia

Figura 4.1: Esquema experimetal general

4.2 Esquema general

El esquema experimental básico en todos los casos ensayados es el que se muestra en la

figura 4.1 .

El pulso de excitación utilizado proviene del láser pulsado ( de acuerdo a los distintos sis­

temas descriptos anteriormente). Con un divisor de haz se extrae una muestra del pulso

para testear su estabilidad , medir su energía y ancho del pulso. Este proceso es fundamen­

tal para controlar que las características del pulso no se modifiquen durante la medición.

La detección de la energía se realizó con un fotodjodo ( tiempo de respuesta en el orden

del nanoseg.). Para el caso del láser de tizzafiro se complementó con un equipo comercial

( Labmaster, Coherent) que permite medir directamente potencia media y estabilidad

del pulso. El ancho de pulso se midió en todos los casos con una autocorrelación.

En la siguiente etapa, el pulso incide sobre la línea de retardo donde un divisor de haz



60 CAPíTULO4. ESQUEMA EXPERIMENTAL

sobre un retrorreflector que devuelve los haces al divisor, en forma paralela al haz de

entrada, en un esquema similar al utilizado en un interferómetro de Michelson. El retardo

entre pulsos se controla aumentando el largo de uno de los brazos.

A la salida del divisor los dos pulsos pasan por un polarizador que define el eje Z en

el experimento y luego son enfocados en la muestra para aumentar la intensidad, y en

consecuencia, la fracción de moléculas excitadas. Esto es fundamental para poder realizar

la medición ya que, la energía diferencial de fluorescencia es proporcional a la energía del

pulso incidente.

En todos los casos la muestra utilizada fue líquida, y se colocó en una celda con cuatro

caras pulidas, lo que permitió la medición de la fiuorescencia en dirección perpendicular

a la de excitación. Cuando se utilizaron láseres de pulsos cortos, fue necesario circular la

muestra para evitar la degradación del colorante. Ésto se debió al aumento de la potencia

media, principalmente en el caso del titanio-zafiro donde este valor era del orden de lOmw,

mientras que en el láser de Nd-YAG (modeloclcing) la potencia media era de 10 pu), y

para el láser de colorantes, solo de lpw.

Por último, la fluorescencia producida en la muestra fue colectada con un sistema óptico

y enfocada en un detector lento para poder integrada en el tiempo.

A continuación describiremos en detalle, las características de los sistemas montados y los

resultados obtenidos con cada esquema.

4.3 Sistema de láser de colorantes

En este esquema se utilizó como fuente de excitación un láser de colorantes (Rodamina

6G.) con un amplificador transversal. Este sistema fue armado como parte del trabajo de

la tesis, y con el mismo, se consiguieron pulsos de menos de 800 ps de ancho temporal y

energías de 100 nJ.

Utilizamos como láser de bombeo un Nd-YAG que emite pulsos de 3ns de ancho temporal.

La energía en cada pulso era de 200 milijoules, aunque para el bombeo se utilizo, como
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4.3.1 Descripción general del sistema construido

En la figura 4.2 se puede observar un esquema general del sistema armado. En primer lugar

el láser de bombeo (NszAG) cuyo haz (línea verde en la figura), después de reflejarse

en el espejo El, llega a la cuña Wl donde una reflexión (aprox 10%de la energía total)

bombea el oscilador. Allí se genera un pulso de subnanosegundos que se din'je luego hacia

el amplificador.

La etapa de amplificación es bombeada por el haz de NszAG, luego de ima reflexión en

W2. El pulso láser que se genera en el oscilador (línea amarilla en la figura), después de

pasar por el amplificador, es colimado y enviado hacia el experimento.

Entre el oscilador y el amplificador se colocan tres lentes ( Le3, Le4, Le5 ) para colirnar

el pulso y enfocarlo en la celda que constituye el amplificador.

Finalmente en la figura 4.2 se muestra el autocorrelador que se utlizó para medir el ancho

temporal del pulso generado.

Oscilador

En el oscilador, se genera el pulso que luego se amplificará en la siguiente etapa. Si bien

se analizaron van'os esquemas para construir el oscilador [48], [49], [51]se optó finalmente

por ima cavidad como la que se muestra en la figura 4.3.

El pulso se genera por la amplificación de la emisión espontánea, comunmente llamada

ASE, producida en la celda (C1) al ser excitada por el láser de bombeo ( Nd- YAG). La

celda contiene Rodamina 6G diluida en alcohol etílico, y constituye el medio activo de la

cavidad.

Si el oscilador se bombea con poca energía, el ASE tiene poca intensidad y permite que se

almacene energía en el oscilador. Si el bombeo es muy fuerte el ASE se hace muy intenso,

y comienza a extraer la energía almacenada. Existe una zona intermedia, en que el ASE

se genera con un flanco abrupto cuando se almacenó suficiente energía en el oscilador.

Si en esas condiciones de bombeo, se consigue realimentar esta señal en el oscilador, de
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Pulsode excitación
ol experimento AÑ

Generador seg.
armónico

W2
Amplific.\/ "

Láser Nd-YAG
W1

Oscilodor

Aufocorrelodor

Figura 4.2: Esquema del láser de colorantes, oscilador y amplificador utilizado como fuente
de excitación
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Figura 4.3: Esquema de oscilador con dos espejos, se muetra también el esquema utilizado
para. el haz de bombeo

a la salida del oscilador, un pulso más angosto temporalmente que el pulso de bombeo

[51], [50], [52].

Se ensayaron varios esquemas en el armado de la cavidad, pero en particular hubo dos

que mostraron mejores resultados. El esquema del primero se muestra en la figura 4.3.

El efecto de angostamiento del ancho de pulso, descripto anteriormente, se consiguió

colocando el espejo de salida E1 a una distancia menor que la del espejo E2.

El otro arreglo ensayado fue con una cavidad similar a la anterior, pero con un solo espejo.

En este esquema se intentó que la señal saturara la ganancia del oscilador realimentando

una sola vez . El único espejo, de 10 cm de radio de curvatura, se colocó a una distancia

de 10 cm de la celda en lugar del espejo plano E2.

En ambos casos, el bombeo se enfocó sobre el medio activo con una lente esférica LEl y

una cilíndrica LCl. La combinación de lentes, define el tamaño de la.zona excitada en la

celda de colorante (C1), que constituye la zona activa del oscilador.

Con los polarizadores P1 y P2 se controló la potencia de bombeo que es un parámetro

crítico para angostar el pulso. Se observó que para bombeos altos el pulso obtenido a
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encontraba cerca del umbral se conseguía el efecto de angostamiento del ancho de pulso.

Las mediciona; de ancho de pulso se hicieron con un fotodíodo rápido y con un auto­

correlador. En los dos esquemas ensayados, se consiguió un ancho de pulso menor a 800

ps.

Amplificador Transversal

El amplificador transversal se puede apreciar en la figura 4.4 donde se muestra que el

haz de bombeo se hace incidir sobre la celda a través de la cuña W2 (ver figura 4.2).

Este pulso se enfoca en la celda C2, que contiene el mismo colorante que se utilizó en los

osciladores, con una lente esférica LE2 y una lente cilíndrica LC2 que producen una zona

excitada a lo largo de la celda, de la misma forma que en el caso del oscilador.

Figura 4.4: Esquema de amplificador del láser de colorantes

Por otro lado, se enfoca en la celda el pulso generado en el oscilador. Para ello se coloca

la lente LE?)de 25cm de distancia focal a 506m de la celda C1 para formar una imagen

a 1m de la zona excitada en la celda (ver esquema en 4.2). Se colocan a continuación

las lentes LE4 y LE5 que coliman y finalmente enfocan el pulso en la celda (C2) . Para

la amplificación se busca que incidan simultaneamente el pulso de bombeo con el del

oscilador de forma que, el primero genere inversión de población y el pulso que se va a
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La energía de bombeo se controla, igual que para el caso de los osciladores, con los

polarizadores P3 y P4, como se muestra en la figura 4.4. La lente LE6 es utilizada para

colimar el haz.

Con esta configuración se consiguieron factores de amplificación cercanos a mil, sin em­

bargo si la energía de bombeo es muy grande, el ASE producido por el mismo amplificador

se superpone con el pulso amplificado y lo distorsiona. En los casos donde se minimizó el

ASE del amplificador y el ancho de pulso, el factor de amplificación fue cercano a cien.

4.3.2 Experimento
Muestra

Para elegir la muestra a ensayar, se tuvo en cuenta que el sistema soluto-solvente fuera

una combinación que cunpliera con las siguientes características:

1- que la molécula fluorescente fuera aproximadamente férica.

2- que los tiempos de difusión y fluorescencia fueran comparables y a la vez mayores al

ancho temporal del pulso de excitación.

Se encontraron dos combinaciones atractivas para aplicar nuestra técnica de estudio. La

primera fue utilizar rodamina 101como colorante y etylen-glicol como solvente, la segunda

fue utilizar el mismo colorante pero disuelto en glicerina Debido a que la glicerina

presenta una dificultad adicional, por el hecho de ser higroscópica, se decidió finalmete

utilizar la combinación rodamina 101-etylen glicol.

Para obtener una mtimación del tiempo de difusión rotacional con mediciones esta­

cionarias, se utilizó un fiuorímetro con lampara de xenón. Se realizaron mediciones

de anisotropía de fluorescencia estacionaria, en fimción de la temperatura de la muestra,

en un rango entre -10 °C y 50 °C.

Suponiendo un modelo simplificado de molécula esférica, la anisotropía de fluorescencia

estacionaria es:

(rl: T° (AH
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Asuminedo el modelo D-S-E (d)oc %), y conociendo el tiempo de fluorescencia 7‘deter­

minamos el valor de gba partir de la curva (7‘) en función de la temperatura.

Con estas mediciones se obtuvo un valor d) = 3, 5 ns para el sistema rodamina 101 en

etylen glicol.

Esquema experimental

Una vez elegida la muestra, y con el sistema de láser de colorantes descripto en la sección

anterior, se armó el squema experimental que se muestra en la figura 4.5

En este sistema, el pulso de excitación es dividido en dos partes aproximadamente iguales.

A continuación se introduce un retardo temporal entre ambos, utilizando un interfer­

ómetro de Michelson con dos retrorreflectores, uno de los cuales esta montado sobre un

riel (figura 4.5). Los dos pulsos rsultantes se enfocan en la muestra luego de pasar por un

polarizador que define el eje Z de excitación. En dirección ortogonal al haz, se colecta la

fiuorescencia y se la hace incidir en el sistema de detección. Simultaneamente, se toma una

muestra de la energía del pulso incidente para poder normalizar la señal de fluorescencia.

En la detección, se utilizaron dos fotodiodos idénticos (Thorlab 434), uno para medir

la fiuorescencia total después de la doble excitación, y el otro para medir la energía de

excitación (según se muestra en la figura 4.5). Las dos señales fueron luego amplificadas y

almacenadas en un esquema ”sample and hold ”, para luego adquirirlas con una targeta

A/ D siguiendo el esquema que se muestra en la figura 4.6

El amplificador y el sistema de adquisición fueron desarollados en el laboratorio, y per­

miten medir energía de fluorescencia y energía de excitación pulso a pulso. Fue necesario

implementar este sistema debido principalmente a las fluctuaciones del láser (5%), mucho

mayores que las esperadas para la energía diferencial que, de acuerdo a la expresión 2.54

resultan del 1%. Este valor surge al suponer una energía de excitación de 100nJ, una

sección eficaz a = 5 10‘17cm2y un área de excitación de 10‘4cm2.
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Figura 4.5: Esquema experimental utilizando el láser de colorantes
















































































