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Estudios de difusion rotacional en moléculas
fluorescentes a través de una doble excitacion con
pulsos laser ultracortos

Palabras claves: fluorescencia, difusion rotacional, ldser.

Resumen

En este trabajo se presenta una nueva técnica para la determinacion de tiempos de
difusion rotacional en moléculas fluorescentes, a través del estudio de la fluorescencia
producida después de la excitacion con dos pulsos laser ultracortos.

La técnica presenta la posibilidad de medir con resolucion temporal limitada sélo por el
ancho del pulso, sin necesidad de detectores rdapidos. La idea central, es obtener los
tiempos de difusion midiendo la energia total de fluorescencia en funcion del retardo
entre pulsos. Partiendo de un modelo de molécula esférica o elipsoidal, se propuso una
ecuacion de difusion para describir la evolucion de la poblacion de moléculas excitadas.
Como consecuencia, se obtuvieron expresiones para la energia de fluorescencia total, y se
estudi6 su dependencia con los tiempos de difusion y los distintos parametros del sistema
(energia de excitacion, orientacion de los dipolos de absorcion y emision, retardo entre
pulsos, etc.)

Se muestra también, en este trabajo, los distintos esquemas experimentales montados
para realizar mediciones de energia de fluorescencia en funcién del retardo entre pulsos.
Finalmente, se muestran los valores para los tiempos de difusion 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
after 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 (excitation energy, dipole orientation, 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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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Presentacion y antecedentes del problema

Cuando una muestra fluorescente es iluminada con luz linealmente polarizada la fluores-
cencia producida presenta anisotropia en la polarizacién, atin cuando la muestra excitada
sea 1s6tropa. Esta anisotropia se debe a que la excitacién se produce en un eje prefer-
encial fijado por la polarizacién del haz incidente. Esto induce una distribucién angular
no homogénea de la poblacién de moléculas excitadas y de las que permanecen en el es-
tado fundamental. Este fenémeno se conoce como fotoseleccién y se manifiesta en una
variacién en la polarizacién de la fluorescencia producida después de la excitacién. Por lo
tanto, si se mide la fluorescencia polarizada, la intensidad de fluorescencia medida en la
direccién paralela a la excitacién serd distinta a la medida en la direccién perpendicular.
Esta diferencia en las intensidades se denomina anisotropia de fluorescencia y constituye
una poderosa herramienta para el estudio de propiedades dindmicas en una gran variedad
de moléculas organicas, colorantes y moléculas de interés biolégico como 4cidos nucleicos
y proteinas inmersos en distintos medios: liquidos, polimeros, geles, nuevos materiales
compuestos etc. [1}, [2], [3], [4].

Las primeras observaciones de anisotropia de fluorescencia se remontan a principios de
siglo en los trabajos de Lummer [5] y Weigert [6]. A partir de esos experimentos el andlisis
de la anisotropia de fluorescencia ha tenido un enorme desarrollo y ha dado origen a

distintas técnicas con aplicacién en fotoquimica, biologia y medicina.
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4 CAPITULO 1. INTRODUCCION

Entre las numerosas aplicaciones que utilizan este fenémeno podemos mencionar: estudios
de migracién de carga entre moléculas [2], espectroscopia de absorcién y emisién [3],
mecanismos de relajacién de estados excitados [2], estudios de propiedades estructurales de
la molécula tales como su forma, dimensién y momento dipolar [7], cambios estructurales
de los estados excitados, interaccién de la molécula con su entorno sea éste un solvente,
una red cristalina o la matriz de un polimero [2] y otras.

Las moléculas fluorescentes, a las que llamaremos a lo largo de este trabajo fluoréforos,
pueden encontrarse en la muestra en forma natural o bien introducirse en forma artificial.
En este ltimo caso la molécula fluorescente, cuyas propiedades son bien conocidas, se
encuentra en la muestra a manera de una ”sonda 6ptica” pudiéndose estudiar, a través
de la misma, propiedades del medio en el que ésta se encuentra inmersa.

Para la descripcién de la anisotropia de fluorescencia el esquema ma4s simple es suponer
que la molécula fluorescente es esférica, rigida, y tiene un dipolo de absorcién coincidente
con el de fluorescencia. Se puede suponer que la distribucién de moléculas fluorescentes
es homogénea antes de la excitacién y que cada molécula tiene dos niveles el fundamental
y el excitado, al que pasa cuando absorbe un fotén. Después de la excitacién tendremos
entonces, una poblacién de moléculas en el estado excitado y una poblacién de moléculas
en el estado fundamental. Con estas suposiciones se puede obtener en forma teérica una
expresién de anisotropia que se conoce como anisotropia fundamental y que tiene valor
méaximo. Sin embargo existen una serie de factores de despolarizacién que modifican esta
anisotropia maxima que se obtendria en sistemas ideales. Estos factores pueden ser de
dos tipos:

1- en primer lugar, aquellos que estén relacionados con cambios internos en la estructura
de la molécula, que pueden producirse tanto en la absorcién, en la emisién, o entre ambos
procesos.

2- el otro grupo de factores que intervienen en la desplarizacién est4 relacionado con la
interaccién del fluoréforo con el medio en el que se encuentra. Aqui podemos mencionar

el movimiento de rotacién de la molécula y las intercciénes eléctricas de ésta con el medio,
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entre otras.

En este trabajo tendremos en cuenta fundamentalmente esta wltima clase de factores de
despolarizacién relacionados a la intercaccién con el medio a través de pardmetros como :
viscosidad, temperatura, desplazamiento de volumen de solvente, friccién dieléctrica, etc.
Si la molécula estuviera inmévil en el medio, la anisotropia de fluorescencia tendria un
valor maximo y constante en el tiempo. Sin embargo, en una situacién real, la interaccién
del fluoréforo con el medio hace que la anisotropia inicial relaje hacia una situacién de
equilibrio, donde la distribucién angular de moléculas fluorescentes vuelve a ser homogenéa
y la anisotropia se anula.

Dentro de los factores que influyen en la relajacién, pondremos especial atencién al
movimiento de rotacién del fluoréforo. O sea que, a partir de la excitacién inicial que crea
una distribucién de moléculas excitadas, supondremos que es el movimiento de rotacién
el factor predominante que tiende a volver a la muestra homogénea. En este caso la
anisotropfa de fluorescencia es una magnitud apropiada para determinar esta evolucién.
La descripcién tedrica del movimicento de rotacién puede hacerse suponiendo que la misma
sigue un proceso de difusién hacia el equilibrio a partir de la excitacién. Esta idea asume
que el factor predominante de la despolarizacién es el movimiento browniano de rotacién,
que surge de suponer que el proceso de despolarizacién se produce fundamentalmente por
las sucesivas colisiones entre el fluoréforo y el medio. Si bien existen numerosas teorias
sobre la dependencia del coeficiente de difusién con los pardmetros de la molécula y el
medio en que ésta se encuentra, no existe todavia una teoria a nivel molecular que permita
predecir el movimiento en forma general teniendo en cuenta todos estos factores.

Ya en 1929 Debye [8] mostré que el movimiento de reorientacién puede ser descripto
planteando una ecuacién de difusién angular basada en la teoria de movimiento browniano
de translacién. En una importante cantidad de sistemas estudiados es posible ajustar los
valores experimentales de los tiempos de rotacién a través de este modelo de rotacién
difusional conocido como modelo hidrodindmico de Debye-Stokes-Einstein (D. S. E.). 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 teoria es luego extendida para el caso de moléculas mas complejas [9], [10] v [11],
y posteriormente se publican varios trabajos manteniendo la descripcién hidrodindmica,
pero introduciendo modelos mas sofisticados que modifican la interaccién soluto-solvente
[13] o introducen distintas condiciones de contorno en la resolucién de las ecuaciones
hidrodindmicas [14], [15], [16], [17], [18] .

Hasta fines de 1970 los resultados experimentales y teéricos se basaron en la interpretacién
de la teoria hidrodindmica, aunque se muestra en varios trabajos, que la misma no se
ajusta correctamente a los resultados obtenidos [7]. Como consecuencia surgen nuevas
teorias que incluyen efectos microscépicos, ademds de los colectivos ( hidrodindmicos)[19],
[20]. Una revisién en la evolucién de las distintas teorias se puede encontrar en [17], [18].
En forma independiente del modelo utilizado el proceso de difusién lleva a que la poblacién
de moléculas excitadas y las moléculas en estado fundamental evolucionen con un tiempo
caracteristico hacia el equilibrio. En el caso en que el fluoréforo es de forma esférica
un solo tiempo caracteriza todo el proceso, si la molécula es m4s compleja pueden ser
varios. La relacién entre estos tiempos y la gran cantidad de variables de las que depende
(temperatura, viscocidad, volumen, etc.) se resume en el tensor de difusién. En este
trabajo no entraremos en el detalle de la dependencia del tensor con estas magnitudes.
La expresién més aceptada para estos tiempos a los que llamaremos tiempos de difusién

rotacional es:

_w
T = kaC+ To (1.1)

donde V es el volumen de la molécula que esta rotando, 7 es la viscocidad del medio,
k es la constante de Boltzman, T es la temperatura, f es el coeficiente de friccién y C
es un pardmetro deterninado por las condiciones de contorno impuestas entre el soluto
y el solvente. La interpretacién de este coeficiente se extiende en algunos trabajos, al
considerar su dependencia con la forma de la molécula, la relacién entre su volumen y el

volumen de la molécula de solvente, el volumen libre, etc [17].
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El valor de 7, se obtiene en general por modelos no hidrodindmicos y est4 relacionado con
el tiempo de rotacién libre del fluoréforo. En muchos casos este valor se considera nulo.
Asumiendo un proceso de difusién, e independientemente del modelo usado para el ten-
sor de difusién, Furry [21] y Favro [22], encontraron expresiones para la poblacién de
moléculas excitadas en funcién del tiempo suponiendo una distribucién inicial arbitraria.
En estos trabajos, se utiliza la equivalencia entre la ecuacién de difusién y la ecuacién de
Schoédinger, para la resolucién de la evolucién de la poblacién de moléculas excitadas,
aplicando la funcién 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 Dafform [23], Tao T [24] y Weber [25] entre otras, resultan tres teorfas 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 difusién
rotacional. Se asume también, que el dipolo de absorcién y emisién 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 difusién distintos aunque
no independientes.

Los primeros trabajos experimentales para la determinacién de estos tiempos de rotacién
difusional surgen a principio de siglo, y fueron realizados por Perrin [9],[10] utilizando
fuentes de excitacién continua. En estos trabajos se supuso el caso de moléculas esféricas
y elipsoidales, planteando un mecanismo de despolarizacién browniano. Posteriormente
Jablonski [27] relaciona estas expresiones con la anisotropia de fluorescencia, estudiando
adem4s otros efectos en la despolarizacién de la molécula.

Si bien utilizando fuentes de excitacién continua se han obtenido una gran cantidad de
resultados experimentales (7], es necesario en todos los casos suponer un modelo a priori
de los mecanismos de relajacién para obtener los valores de los tiempos de difusién.

Un progreso considerable se obtuvo con el surgimiento de los laseres pulsados, ya que

con los mismos se logra una fuente de excitacién répida que permite determinar en forma
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directa los tiempos de difusién.

En 1969 Eisenthal y Drexage [30] reportan la primera observacién directa de un tiempo
de reorientacién molecular usando un léser de excitacién funcionando en el régimen de
picosegundos. A partir de allf los trabajos experimentales tuvieron un gran impulso que
mejoré ain més con la aparicién de l4seres de pulsos ultracortos (< 1 ps).

En la actualidad existen varias técnicas que permiten determinar tiempos rotacionales
con resolucién en el orden del picosegundo o atin menores . Recopilaciones y discusiones
de las diversas técnicas pueden encontrarse en [1], [4], [3].

Entre las m4s importantes podemos mencionar dos, la primera basada en la absorcién
transciente y la segunda basada en la mezcla de frecuencias.

a) en el primer caso la técnica se basa en métodos de absorcién con la excitacién de dos
pulsos [1]. La idea de la misma es excitar la muestra con un pulso de luz polarizada y
modificar la distribucién angular de la poblacién de moléculas de la muestra. La relajacién
de las moléculas es sensada midiendo la absorcién de un segundo pulso de prueba en
funcién del retardo entre pulsos.

Esta técnica fue introducida para la medicién de tiempos de relajacién por Shank y
Ippen [31] al proponer una variante interesante en la cual los dos pulsos de excitacién
tienen un dngulo de 45° en sus ejes de polarizacién . La intensidad del pulso de prueba
es monitoreada en funcién del retardo entre pulsos después de pasar por un analizador
ortogonal con la direccién de polarizacién 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 absorcién se produce en multiples niveles [34]. 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 difusién con la temperatura, la viscocidad, y los efectos de la friccién dieléctrica en la
determinacién de los tiempos de difusién.

Otra variante de esta técnica que utiliza tres pulsos de excitacién es conocida como ” Tran-

sient grating absorption ”. En este caso, dos pulsos de excitacién con polarizaciones parale-
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las se enfocan superpuestos en la muestra produciendo un patrén de interferencia. Como
consecuencia la muestra presenta una modulacién en el indice de refraccién que encuentra
un tercer pulso incidente. Esta modulacién hace que este wltimo pulso sea difractado y,
a partir del andlisis de la senal difractada en funcién del retardo introducido, se obtienen
los tiempos de difusién. Esta técnica fue ensayada por Phillion et al [37], y Vonjena et al
[38], ¥ luego por Moogb et al [39], quien consigue una resolucién de 100 ps.

b) El segundo esquenia, se basa en la medicién de fluorescencia resuelta en el tiempo
después de una excitacién con un pulso ldser ultracorto (~ 100fs). La resolucién tem-
poral es del orden de los 500fs. y se obtiene midiendo la senal generada por mezcla de
frecuencias, al superponer la fluorescencia con el pulso incidente en un cristal no lineal.
Midiendo la fluorescencia polarizada en forma paralela y perpendidicular a la direccién
de excitacién se calcula la anisotropia de fluorescencia de donde se obtienen los tiempos
de difusién. Esta técnica desarrollada por Fleming [4] y en la actualidad denominada ”up
conversion” fue aplicada en los trabajos de. R. Moog y Marroncelli [46] y Horng y Mar-
roncelli [44] utilizando un l4ser de Titanio-zafiro y distintas coumarinas como fluoréforo.
Estos trabajos han sido tomados como referencia en gran parte del trabajo experimental

realizado en esta tesis.

1.2 Objetivos y descripcién de la técnica propuesta.

1.2.1 Objetivos

En este trabajo se presenta una nueva técnica para la determinacién de tiempos de difusién
rotacional, a través del estudio de la fluorescencia producida después de la excitacién con
dos pulsos [47], [53], [54].

La técnica presenta la posibilidad de medir con resolucién temporal, limitada sélo por el
ancho del pulso, sin necesidad de detectores rdpidos, y en forma directa ya que solamente
es necesario medir la fluorescencia total después de la excitacién. La posibilidad de usar
fuentes de excitacién en el orden del femtosegundo permite el estudio del movimiento de

rotacién de la molécula fluorescente y de su interaccién con el solvente en una escala de
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tiempo donde todavia es muy poco lo que se conoce.

La implementacién de la técnica permite también realizar estudios de absorcién que se
complementan con los de fluorescencia para determinar los tiempos de difusién tanto en

la molécula en estado excitado como en el fundamental.

A través de estas expresioncs para la energia de fluorescencia paralela y perpendicular

al eje de excitacién en funcién del tiempo y el cdlculo de la anisotropia de rotacién se
puede obtener el tiempo de despolarizacién de estas moléculas al que lamaremos tiempo
de difusién rotacional.

Para el sistema que proponemos el factor predominante de la despolarizacién es el movimiento
browniano de rotacién producido por las colisiones entre los fluoréforos y el solvente en

el que se encuentran disueltos.

1.2.2 Descripcién

En la técnica propuesta la excitacién se realiza con dos pulsos laser iguales que inciden
sobre la muestra con un retardo controlado entre ellos. El primer pulso crea una dis-
tribucién espacial de moléculas excitadas que, al decaer y relajar debido al movimiento de
rotacién de las moléculas fluorescentes, producen una intensidad de fluorescencia deter-
minada. Esta primera excitacién crea anisotropia también en la poblacién de moléculas
en el estado fundamental.

El segundo pulso incide sobre la muestra cuando todavia hay moléculas excitadas por el
primer pulso. Esto hace que la distribucién de moléculas no excitadas que encuentra sea
diferente de la distribucién homogénea que encontré el primero. Como adem4s podemos
variar el retardo entre pulsos, se puede muestrear cémo varian las intensidades y energias
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 medicién de la energia
total de fluorescencia producida por los dos pulsos de excitacién en funcién del retardo.
Debido a la anisotropia producida en la distribucién espacial de moléculas excitadas por el
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primer pulso, esta energia de fluorescencia, ser4 diferente de la mera suma de intensidades
producida cuando los dos pulsos est4n separados por un retardo mucho mayor que el
tiempo de fluorescencia o sea cuando no interactuan.

Comparando la energia de fluorescencia total producida a un retardo fijo, por la doble
excitacién, con la que se obtendria en el caso en que los dos pulsos estuvieran separados
por un retardo infinito, podemos obtener informacién del tiempo de despolarizacién. A
esta diferencia la llamaremos energia diferencial de fluorescencia y sera la magnitud central
en el desarollo de este trabajo. A través de la curva de energia diferencial en funcién del
retardo podemos obtener los tiempos de difusién rotacional, objetivo final en la mediciones
del método propuesto.

En lo que sigue, este trabajo se presenta con el siguiente esquema: En el segundo capitulo
se describe la idea de la técnica propuesta, el modelo tedrico utilizado y las suposiciones
tenidas en cuenta en el modelo. Se presentan también las ecuaciones que describen la
evolucién de la poblacién de moléculas excitadas y no excitadas después del doble pulso,
y se definen los conceptos de poblacién diferencial y energia diferencial que constituyen
la idea central de este trabajo.

Se estudia el caso particular en donde el fluoréforo se supone de forma esférica, se obtienen
las expresiones de energia diferencial y su dependencia con el tiempo de difusién.

En el tercer capitulo, se estudia el caso mds general donde la molécula tiene forma elip-
soidal, obteniendo expresiones para la energia diferencial cuando el dipolo se encuentra
sobre el eje de simetria o en direccién ortogonal a este eje.

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

muestran los resultados obtenidos.
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Capitulo 2
Modelo

2.1 Consideraciones Generales

En éste capitulo se obtienen las expresiones de energia de fluorescencia, después de una
doble excitacién de la muestra, a través de la resolucién de una ecuacién de difusién. En
el modelo propuesto, se tendrdn en cuenta las siguientes suposiciones :

- El sistema en estudio es un conjunto de moléculas fluorescentes inmersas en un solvente
con sélo dos niveles, el fundamental y el excitado.

-La concentracién de fluoréforos es lo sufientemente baja como para despreciar las in-
teracciones entre si, sélo tendremos en cuenta la interaccién con el medio en el que estd
inmerso.

- La molécula es rigida y no sufre ninguna modificacién estructural entre la absorcién y
la enisién.

-Trataremos exclusivamente el movimiento de rotacién del fluoréforo sin considerar su
dependencia con los pardmetros del solvente. La interaccién entre solvente y soluto se
describe a través de un tensor de difusién, y no entraremos en la descripcién detallada de la
dependencia de este tensor con las carecteristicas del fluor6foro y del medio. Es decir que
suponemos que el fluoréforo estd sometido a un mimero muy grande de ”colisiones ”con

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

13
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2.2 FEcuaciéon de movimiento del fluoréforo.

Para definir la orientacién del fluoréforo 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 z — y — z, segiin se muestra en la figura 2.1.

Definimos también el vector u(c, 3,7), que determina la direccién del dipolo de absorcién
y emisién de la molécula. La terna «, 3,7 representa los angulos de Euler [42] medidos

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

Figura 2.1: Sistemas de coordenadas X —Y — Z (sistema de laboratorio) y © — 5 — 2
(sistema fijo a la molécula) y los dngulos que definen la orientacién relativa.

La ecuacién de movimiento para u(a, 3,7, t) sera:

du(e, 3,7)

7 = w(t)zu(e, B,7,t) (2.1)

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

cumplir la ecuacién de Langevin [45] del tipo:

dw(t) B .

donde I es el momento de inercia de la molécula, £ es el tensor de friccién 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) >=0 < A(t)A(t) >ox 6(t — t') (2.3)

Suponemos también que en la muestra hay N moléculas fluorescentes homogeneamente
distribuidas con una densidad (con respecto a la orientacién) de n, = i, donde 47
representa la normalizacién en el dngulo sélido.

La muestra fluorescente es excitada por un pulso de luz y ésto crea una anisotropia
tanto en la poblacién de moléculas excitadas como en la de las no excitadas. Luego de la
excitacién, y debido al movimiento browniano de rotacién, la anisotropia inicial producida
en la poblacién de moléculas excitadas difunde hacia la situacién de equilibrio.

Como la molécula tiene sélo dos niveles, el fundamental y el excitado, y despreciamos otros
caminos alternativos tanto para la excitacién, como para la emisién, todas las moléculas
se desexcitan a través de la emisién de fluorescencia.

Llamamos n.(, t) a la densidad de moléculas excitadas y n(f,t) a la densidad de molécu-
las en el estado fundamental. La densidad de fluoréforos en la muestra antes de toda
excitacién es n,.

Supondremos que se cumple en todo momento la condicién:

ng(Q,t) + ne(Q,t) = n, (2.4)

Y por lo tanto se verifica:
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/ (ny(Q,8) + ne(@,1)) dQ = N (2.5)

La condicién 2.4 es una primera aproximacién del problema real, ya que estamos suponiendo
que, tanto las moléculas excitadas, como las no excitadas, tendran el mismo movimiento
de rotacién y por lo tanto los mismos tiempos de difusién.

El tratamiento analitico de la difusién rotacional, se puede hacer en forma andloga al caso
de la difusién por translacién. En primer lugar definimos el operador de rotacién infinites-
imal L, similar al operador momento angular definido en mecénica cudntica utilizando el

gradiente rotacional Vq:

L =—iVg=—iV,au (2.6)

Asi definido, el gradiente tiene en cuenta las variaciones producidas sélo por rotaciones
infinitesimales. El vector u es el definido anteriormente ( figura 2.1 )
Con este gradiente podemos definir, en forma andloga al caso del movimiento browniano

de translacién, un vector de flujo del proceso de reorientacién de las moléculas como:

J =D-Vqn(e,3,7) (2.7)

donde D representa las componentes del tensor de difusién, y n(«, f3,7) 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 n.(e, 3,7) como
para ns(c, 3,7), €l tensor de difusién no es en principio el mismo. Esta diferencia se
debe a que la interaccién 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 difusién y por lo tanto
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los tiempos cardcteristicos resultantes, son iguales en los dos casos. Esta suposicién esta
implicita en la condicién 2.4.

La ecuacién de continuidad para el caso de rotacién se puede escribir como:

% =L-D-Ln (2.8)

Los coeficientes de difusién pueden definirse como:

Di_j = / < wz(O) wJ(t) > dt (29)

0

Supondremos en todos los casos que podemos elegir el sistema fijo a la molécula de forma
que en ese sistema el tensor difusién es diagonal.

Para los casos donde el coeficiente de friccién cumple la condicién &£ >> 1 la definicién

se reduce a [14]:

e = L pg (2.10)
e
Dy = 0 i#j (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 absorcién p que tendra una orientacién
con el eje de polarizacién dada por los dngulos a, 3 y v de acuerdo a la definicién dada

en 2.1. Debido a la suposicién de muestra homogenea, los éngulos deben cumplir:
0<p<m0< ay<2m.

La excitacién 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 excitacién es un pulso en forma de delta de Dirac con una energia total que

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

I(t) = ab(t—t,) (2.12)

La ecuacién de evolucién que proponemos para la poblacién de moléculas excitadas es

[53]:

%'ﬂe(ﬂ,t, K, ®,7) = K(wZ)*n;(Q,t, K, ® 1) — Tle(Q,t,TK,q), 7)

+ Hn(Q,t, K, ®,)
(2.13)
La expresién para n, tiene dependencia con ) = (a, 3,7) de acuerdo a la definicién dada
en la figura 2.1, ¢ es el tiempo medido a partir de la primera excitacién, K es un factor
que depende de la energia de excitacién y cuya definicién se da en 2.14, ® representa los
tiempos de difusién rotacional, y 7 es el tiempo de fluorescencia.
El segundo miembro de la ecuacién tiene tres términos. El primero corresponde a la
excitacién de la muestra, el segundo corresponde al decaimiento por fluorescencia, y el

ultimo término tiene en cuenta la rotacién difusional.

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

1(t)

K=epys

(2.14)

donde o es la seccién eficaz de absorcién del fluoréforo, p es la eficiencia cudntica que
asumimos cercana a 1, v es la frecuencia de excitacién y A es el drea de enfoque del haz
incidente.

Debido a la suposicién inicial de una molécula con sélo dos niveles el decaimiento por
fluorescencia es monoexponencial.

En el tercer término H representa el operador de difusién que en su forma més general y

de acuerdo a 2.8 es:



2.2. ECUACION DE MOVIMIENTO DEL FLUOROFORO. 19

H =) L:DyL; (2.15)
2]
donde D;; son las componentes del tensor difusién y L es el operador momento angu-

lar. M4s adelante se dardn las expresiones para casos particulares suponiendo una forma
determinada de la molécula.

Como estamos suponiendo que la excitacién es una delta podemos resolver la ecuacién
2.13 separando la excitacién, de la evolucién posterior del sistema, asumiendo que durante
la excitacién el decaimiento por fluorescencia y la difusién son despreciables. De esta
forma se puede obtener la poblacién de moléculas excitadas en un instante imediatamente

posterior a la excitacion (¢t =0").

ne(Q,t = 0", K) = n, [1 —exp— (K (1.2)%)] (2.16)

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

cota superior:

K <0.1

Si tomamos como valor tipico para la seccién eficaz de las muestras: ¢ =10""%cm?, y

p = 1 obtenemos, a partir de 2.14 una intensidad / < 6522%  suponiendo un pulso de

em? ?

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

media de 650 mW. para pulsos con una repeticién de 100 M H 2.

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

términos hasta segundo orden, obtenemos:

ne(Q,t =0", K) =n, | K (p.Z)* - %K? (n.Z)" (2.17)

Integrando en todo el dngulo sélido tenemos que la fraccién de moléculas excitadas sera:
ne(t=0%) 2« 5 ?

Tl (10K — 3K?) (2.18)

Que corresponde para K = 0.1 a una fraccién del 3% sobre el total de la muestra.
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2.3 Ecuacién de difusiéon

Una vez que la muestra es excitada el sistema decae por fluorescencia, pero al mismo
tiempo hay un proceso de difusién rotacional. Para describir esta evolucién resolvemos
2.13 pero ahora sin el término de excitacién.

Existen varios métodos para resolver este proceso de difusién [7], en este trabajo seguire-
mos la teoria presentada por Favro [22] y extendida luego por otros autores [28], [26]. La

ecuacién a resolver es:

%ne(ﬂ,t, K) = —Hn.(Q,t, K) (2.19)

Esta ecuacién es andloga a la ecuacién de Shoedinger para un rotor rigido asimétrico. En
su trabajo, Favro et al, demuestra que un método conveniente para la resolucién es el

de la funcién de Green. Aplicandola para este caso podemos expresar a la poblacién de

moléculas excitadas como:

ne(Q,t, K) = / ne(Qo,t = 0%, K) G(Q/, t) d, (2.20)
Q

donde G(9,/Q,t) es la funcién de Green que describe la rotacién del sistema de molécu-
las excitadas, suponiendo que en el instante ¢ = 0" tenfamos una poblacién dada por

n.(Q,,t = 0", K) que evolucionars en el instante ¢ a n.(Q, ¢, K).

La funcién de Green puede ser desarrollada en términos de las autofunciones del rotor
rigido asimétrico para el caso mas general. Como en este trabajo analizaremos sélo los
casos en que el fluoréforo tiene forma esférica o elipsoidal podemos simplificar la expresién
para la funcién G(Q,/Q, t) y expresarla en funcién de las autofunciones del rotor simétrico.

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

G(20/2t) = Cikm exp(— Eigomt) (2.21)

lkm
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En esta expresién los coeficientes se definen como Ciyn = Ui, () Wik ()
Donde ¥y, (Q) representa las autofunciones mencionadas, y Ejim sus autovalores

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

(D1L? 4 DoL2 + D3L2) ¥y = Epn Wi (2.22)

Donde Dy, Dy, D3 son los elementos diagonales del tensor de difusién, y L; representa las
componentes del operador momento angular segiin la definicién dada por Rose [42].
De esta forma la expresién para la evolucién temporal de la poblacién de moléculas exci-

tadas serd, utilizando 2.20, 2.21 y 2.22 :

ne(Q,t, K) =Y apm(K) Uym(Q) exp(—Eigmt) (2.23)

lkm

donde los coeficientes a;,, se obtienen como:

M= / ne(Qot = 01, K) W3, (,)d0, (2.24)
JQp

Teniendo en cuenta la expresién 2.17 los coeficientes a;i,, tendran un término lineal y un
término cuadrético en K . O sea que, la expresién para n. (€2, t, K') serd suma de términos

de orden 1 y orden 2 en K.

2.3.1 Excitacién con el segundo pulso.

El segundo pulso llega a la muestra en el instante ¢,. Por simplicidad suponemos que el
segundo pulso es idéntico al primero, esto es, una delta con energia a. La intensidad total

de excitacién es entonces :

I(t) = ab(t) + ad(t —t,) (2.25)
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En todo momento supondremos que t, < 7y t, < ® donde ® representa el tiempo carac-
teristico de difusién rotacional. Para este rango de tiempos el segundo pulso encontrard
la muestra modificada respecto a la que encontré el primer pulso de excitacién, y esta
diferencia tiene dos contribuciones :

1-En primer lugar, al tener menor densidad de moléculas en el estado fundamental, la
fluorescencia producida por la excitacién del segundo serd menor. Esto es debido a que
hay todavia moléculas excitadas por el primer pulso. Esta diferencia depende del tiempo
de fluorescencia del fluoréforo y no estd relacionada con la difusién de las moléculas
excitadas.

2- El otro factor se debe a que en la segunda excitacién la muestra ya no es homogenea
como sucedia cuando fué excitada con el primer pulso.

Como los pulsos de excitacién estan linealmente polarizados la no homogeneidad en la
muestra se traduce en una disminucién en la poblacién de moléculas excitadas. La idea
fundamental de la técnica es utilizar estas diferencias para, a través del estudio de la
fluorescencia en funcién del retardo, obtener informacién del tiempo de fluorescencia y
del tiempo de difusién rotacional del fluoréforo.

Después de la excitacién con el segundo pulso la poblacién de moléculas excitadas sera:

@t = R =, —n Rt =i, K)) K(u.zf—%z{?(p.zr "
n(Qt = t;,K) (2.26)

En esta expresién 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
todavia no decayeron al estado fundamental en el instante ¢,.

Podemos escribir 2.26 como:

n.(Q, 1 tt K)=n, [K (n.Z)? — %K"’ (p.Z)“l -

n(Qt = ¢, K) [K(M.Z)z—%Kz(p.Z)"]+ne(9,¢,t=t;,K) (2.27)
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En 2.27 la poblacién de moléculas excitadas resulta ser suma de tres términos. El primero
es idéntico a la expresién 2.16, obtenida para la primera excitacién , el segundo término
depende sélo de la poblacién remanente del primero y representa las moléculas que dejan
de ser excitadas por el segundo pulso debido a que hubo una excitacién 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
expresién anterior (2.26) y corresponde a las moléculas excitadas por el primer pulso, que
todavia no decayeron al estado fundamental.

Llamaremos desde ahora poblacién diferencial ( 74 ), a la densidad de moléculas excitadas

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

na(Q,t = t,, K) = no(Q,t = =, K) | K (.2)* - %K2 (1n.2)* (2.28)

La poblacién 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 desexcitacién del
fluoréforo, a través del tiempo de fluorescencia, y de la difusién rotacional de acuerdo
a lo ya comentado anteriormente. De esta forma podemos obtener informacién sobre el
tiempo de difusién rotacional y el tiempo de fluorescencia estudiando sélo la evolucién de
la poblacién diferencial en funcién del retardo.

De acuerdo a la expresién 2.23 y 2.24 la expresién n.(Q,t = t;, K) tendrd solamente
términos lineales y cuadréticos en K. Para ser consistentes con la suposicién inicial con-
servaremos sélo términos de orden 2 en K. Podemos entonces, redefinir la poblacién
diferencial despreciando el término —1 K? ( w.Z)" en la expresién 2.27 ya que a el producto

ne(Q,t =t;,K) 1 K% ( p.Z)" tendréa todos sus términos de orden superior . De esta forma

na(Qt = t,, K) = ne(Q,t =1, , K) [K (1.Z)’] (2.29)
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A partir de esta definicién, y con el mismo razonamiento utilizado para obtener la evolu-
cién de la poblacién de moléculas excitadas, podemos estudiar la poblacién diferencial a
partir de la segunda excitacién obteniendo la expresién de ny(9, ¢, K) en funcién de las

autofunciones ¥, () para t > t,.

a(Q,t, K) Zbum ) Wik () exp(—Ejgmt) (2.30)

donde los coeficientes by, (K) se obtienen en forma analoga a 2.24.

Para obtener las expresiones para n4(Q,1, K) y, a partir de éstas, la intensidad y energia
de fluorescencia, es necesario conocer la forma de la molécula y la ubicacién de los dipolos
de absorcién y de emisién dentro de la misma.

Como primer paso estudiaremos la situacién mas sencilla que corresponde al caso de una

molécula esférica donde los dipolos de absorcién y emisién son coincidentes.

2.4 Moléculas esféricas

En esta seccién trataremos el caso particular donde suponemos que la molécula es de
forma esférica con un momento dipolar de absorcién p cuya direccién viene dada por el
vector u(a, 3,7) definido en 2.1

Debido a la simetria que presenta la molécula son necesarios sélo dos dngulos para describir
su orientacién. Por esta razén utilizaremos el sistema de coordenadas polares en lugar
del sistema o, 3,7, con la definicién usual dada por los dngulos € y @ medidos desde el
sistema X — Y — Z fijo. Ver esquema en la figura 2.2.

Por la simetria que presenta la forma de excitacién, ( luz linealmente polarizada en el eje
Z ) no hay dependencia con el 4ngulo @ y por lo tanto, las expresiones para la poblacién
de moléculas excitadas y no excitadas tendréan dependencia sélo en 6.

Debido a que estamos suponiendo el caso de moléculas esféricas:

p.Z = cos(0). (2.31)
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\
Haz Incidente

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

Si suponemos que el primer pulso de excitacién llega a la muestra a t = 0, y dado que este
pulso es una delta podemos suponer que en t = 0" la poblacién de moléculas excitadas

serd, de acuerdo a lo obtenido en 2.16:

ne(0,t = 0") = ny(1 — exp(— K cos?(0))) (2.32)

En esta expresién 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 expresién 2.32 sera:

B Bt =0F, K, o= el Kocost (B %K” cos*(0)) (2.33)
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Después de la excitacién la ecuacién de evolucién de la poblacién de moléculas excitadas
estd determinada sélo por los términos de difusién y de decaimiento por fluorescencia.
Luego de separar la parte temporal, la ecuacién a resolver es idéntica a la ecuacién de
autovalores para un rotor esférico rigido. En este caso, debido a la simetria de la molécula
esférica, sélo los subindices [ y m son necesarios.

Esto es :

L2 = EymUim (2.34)

donde ¥, ,, y Ej ., son las autofunciones y los autovalores del operador difusién definidos
en 2.22 que ademads, en este caso, coinciden con los arménicos esféricos.

El desarrollo 2.23 tiene ahora una expresién mas sencilla ya que, la simetria en Z que
introduce la excitacién con luz polarizada hace que sélo las autofunciones con m = 0
tengan coeficientes no nulos. Podemos eliminar este subindice en todas las expresiones y
utilizar la notacién ¥, y FE.

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

U, = APy(cos() E,=Ill+1)D (2.35)

donde A; son constantes de normalizacién y P;(cos(f)) son los polinomios de Legendre.
Dado que los tres elementos diagonales del tensor difusién 2.22 son iguales, tomamos ese
valor como D, el coeficiente de difusién.

Expandiendo la expresién 2.33 en funcién de los P, tenemos que para todo ¢ > 0 y antes
de la llegada del segundo pulso de excitacién t < tg:

ne(0,t) = n, Z C,P(cos(0)) exp(—Eit) (2.36)

1=0
Teniendo en cuenta que sélo consideramos términos de hasta segundo orden en K, y

debido a la simetria en la excitacién, sélo los coeficientes C; con valores de I = 0, 2,4 son

distintos de cero.
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Definimos el tiempo de difusién rotacional ® como:

1 1

¢=.@=E

(2.37)

De esta forma la expresién para la poblacién de moléculas excitadas para un tiempo ¢t > 0,
a partir de 2.35, 2.36 y 2.37 sera:

t § i 4 t
ne(0,t) =noe K (1/3 - % + <2/3 - g) Py(cos(0))e™® — = KPy cos(0)e'%)
(2.38)

En el gréfico 2.3 se muestra la fraccién de moléculas excitadas, %5 en funcién de 0 para
tres valores distintos de K. Esto corresponderia a distintos va.(l)or%' en la energia de
excitacién (ver por ejemplo 2.18). La fraccién de moléculas excitadas llega a un valor
maximo cuando el dipolo es paralelo o antiparalelo a la direccién de polarizacién del haz

incidente ( @ = 0 0 6 = 7). Este valor es similar al valor de K segiin se muestra en el

grafico 2.3.
Excitacién con el segundo pulso

Cuando el segundo pulso llega a la muestra en un instante que llamaremos ty, siguiendo
el mismo razonamiento de 2.16, la poblacién de moléculas excitadas serd suma de dos
términos. El primero, al que llamaremos n, constituido por las moléculas que todavia
permanecen en el estado excitado debido a la excitacién con el primer pulso, y el segundo
al que llamaremos 72, el de las moléculas excitadas con el pulso retrasado. En todo
momento supondremos que {p < 7 o sea que el retardo entre pulsos es menor al tiempo
de fluorescencia.

Esto significa que inmediatamente después de la segunda excitacién tendremos:

ny(0,t = tg) = (no — ne(0,t = t5))(1 — exp(— K * cos*(0))) (2.39)
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Figura 2.3: Fraccién de moléculas excitadas en funcién del dngulo 6 para distintos valores
de K.

donde n, representa la poblacién total de moléculas excitadas sélo por el segundo pulso.
De esta forma la cantidad de moléculas excitadas después del doble pulso esta dada por:

ne(0,t) = n2(0,t) + na(0,t) (2.40)

Y esta expresién vale para todo ¢ > {,.
Para ser consistentes desarrollamos a segundo orden en K la expresién 2.40 y volvemos a

aplicar un desarollo como el de la expresién 2.36 obtenemos:

t—t 1 t : (¢
ne(0,1) = n el - 1—’8)(1 +el-9y - %e-to<%+é> — %e" g (2.41)
2 2K ¢ 2K _w 22K t—ty
+ ((§ =) $ 87— 5 - —63—e—ta<%-'~%>) Py(cos() e =

1K ¢ 8K 1,1 toto
+ <— 35 (14+e7)) - ge'c°(?+3)) P4(cos(()))e_% ) (2.42)
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De acuerdo a lo discutido en la seccién anterior, la idea central para la obtencién del
tiempo de difusién rotacional se basa en las diferencias entre las moléculas excitadas
por el primer pulso y las excitadas por el segundo pulso. Estas diferencias estan dadas
exclusivamente, por la evolucién de las moléculas que no fueron excitadas por el segundo
pulso, en el instante £,, por estar en el estado excitado .

Utilizando la definicién dada en 2.28 la poblacién diferencial n4(6,t) en el instante que
llega el segundo pulso, y siempre en el caso particular de moléculas esféricas, tiene la

siguiente expresién:

na(0,t = t+) = no(6,t = £7) [1( (cos(8))? — %K2 (cos(0))4] (2.43)

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

2.43 resulta :

ni(l b=l } = -n(,exp(—t?o)K2 (é - exp(—%’) cos(0)* + %exp(—%’) cos(@)z) (2.44)

Una comparacién entre la densidad de moléculas que se encuentran en el estado ”difer-
encial ” (en t = t,), con la densidad de moléculas en el estado excitado después de la
primera excitacién (¢t = 0), da una idea clara de la relacién entre la energia de fluores-
cencia producida por cada pulso y la energia diferencial, de la que se espera obtener los
tiempos de difusién. Para eso calculamos el cociente entre la densidad de moléculas en la
poblacién diferencial y la densidad en el estado excitado. Llamaremos F' al resultado de

este cociente:

_ Jora®t=1tt) 2 (4exp(—%)+5)

F = _2
(K,7,9) [on0,t=0) 3 10-3K

w(-2)  (245)

En esta expresién 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 difusién

(®). Esto significa que todos los procesos de difusién rotacional con tiempos mayores que
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7 no podran ser medidos con esta técnica. Este resultado es razonable, teniendo en cuenta
que estamos obteniendo la informacién de la fluorescencia

Otro hecho importante es que, debido a la condicién de K < 0.1, el cociente F(K, 7, ®) es
practicamente proporcional a K vy, por lo tanto, a la energia de los pulsos de excitacién.
En el grafico 2.4 se muestra la distribucién angular de la poblacién diferencial para dis-

tintos valores en el instante de la segunda excitacién (i,).

0011
ooto |
0.009 '-
s £=0.01
0.007 |-
0.006 :-

0.005 |- t=05

N /
0.004 |
- \L /
0.003 |- N
L t=1 \ /
s N\ y

0002 |- E q \

Poblacitin diferencial

0.001 F B

I £
0.000 | B

-0.001 [ 1 1 1 L 1 1 | I = ST 1 I 1 1 ]

Figura 2.4: Poblacién diferencial en funcién del dangulo 0 para distintos retardos entre
pulsos. Se tomaron como pardmetros 7 =10y @ = 1.

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

emos la expresién para la poblacién diferencial para t > ¢, :

na0,1) = n,K*exp(2) (1 o ep(— )+ (g5 + 5 cos<9)2>exp(—(é>) (2.46)

) (+(—o + cos(0)* — gcos(0)2) exp(—(l—:;)t ;to + %))
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2.5 Expresiones para las intensidades de fluorescen-
cia

A partir de la expresién 2.46, y siempre suponiendo que la excitacién se produce con un

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

una direccién de polarizacién dada por el versor €. Tomamos los dngulos 0 y ¢ para fijar

la direccién de &, de acuerdo al esquema que se muestra en la figura 2.5.

Polarizacion

Haz Incidente
A’ Muestra I

-/

Polarizadores

Deteccion de 9 ¢
Fluorescencia |- ‘

Figura 2.5: Deteccién de fluorescencia polarizada en direccién ortogonal a la de excitacién.

En el sistema en que estamos trabajando sera:

!

€ = (sin(0') cos(¢p ), sin(8') sin(¢'), cos(8')) (2.47)

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

a la direccién de excitacién a través de la expresion:

Ift) = 1 /exp(—%)(é.f))Qn(O, t) dQ (2.48)

T

(8]
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donde el versor p es el que fija la orientacién de las moléculas que aparecen en el integrando

dadas por n(0,¢,t) y por lo tanto:

p = (sin(@) cos(¢), sin(0) sin(¢), cos(0)) (2.49)

Para simplificar el cédlculo supondremos que é se encuentra en el plano Y Z (ver figura
2.2) y por lo tanto tomaremos en todos los casos ¢ = 5
Desarrollando para este caso la expresién 2.48, y teniendo en cuenta que por la simetria
de la excitacién la poblacién de moléculas excitadas no depende de ¢, la expresién general
para la intensidad de fluorescencia es:

I(t) = ! /exp(—é) (sinz(()')sinz(qb) sin®() + cos2(9')cos2(9)) n(0,t)dQ (2.50)

e
Q

Llamaremos /,(t) (Intensidad paralela) a la intensidad de fluorescencia obtenida cuando
€|l Z, y L.(t) (Intensidad perpendicular ) a la intensidad obtenida cuando & L Y y la
excitacién es producida con un solo pulso.

De acuerdo a estas definiciones:

L(t) = % /exp(—é)cos2(9) n(0,¢,t)dQ2 (2.51)
y:
L) == / exp(~ 1) sin(0) sin(4) n(0, ¢, ) 42 (2.52)

Q
Siguiendo el mismo razonamiento llamaremos en adelante F, y F, a las energias de flu-
orescencia paralela y perpendicular obtenidas cuando la excitacién se realiza con un solo
pulso.
Si en las expresiones 2.51 y 2.52 reemplazamos n(6, ¢,t) por la poblacién diferencial
na(0, ¢,t) obtenemos lo que llamaremos la intensidad diferencial Id, y Id. .
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2.6 Expresiones para la energia diferencial

A partir de la intensidad de fluorescencia, podemos obtener la expresién para la energia
de fluorescencia integrando en el tiempo. La integral se obtiene tomando como tiempo
inicial el instante de la segunda excitacién. De esta forma calculamos sélo la energia de
fluorescencia que llamamos diferencial.

De la misma forma que para las intensidades, elegimos como direccién de polarizacién
a los ejes Y y Z y llamamos energia diferencial perpendicular Fd,, y energia diferencial
paralela Fd, a las energias obtenidas con los respectivos ejes de polarizacién, de acuerdo

con las siguientes definiciones:

o0

Ed, = / Id,(t,t,)dt dv Ed, = / Id.(t,t,)dt dv (2.53)
to

to

Las expresiones 2.53 correspondientes al caso de moléculas esféricas son:

4 K? to, (.. to to
Ed, = 05 14" exp(—?) (307’ + 63¢ + 287’exp(—$) + 72¢6XP(—E)) (2.54)
Y
4 K2 to tO tO
= == == = R~ 2.5¢
Ed o507 T ¢7r exp( = ) (357 + 21¢ + 287 exp( ¢) + 6¢ exp( F: )> (2.55)

Para tener una idea de la magnitud de la energia diferencial de fluorescencia comparada
con la fluorescencia total, definimos las energias normalizadas haciendo el cociente de la
energia diferencial, con la energia de fluorescencia que produciria la excitacién con un solo
pulso.

Llamaremos Emn, a la energia normalizada, polarizada en forma paralela al eje de ex-

citacién, Fn, para el caso polarizado en forma perpendicular.

Enp = T E?‘Le = Egle
P e
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donde F, y . son las energias obtenidas excitando con un solo pulso.
En los graficos 2.6 y 2.7 se muestran las curvas de En, y FEn. en funcién del retardo entre

pulsos para distintos valores del cociente % .

0.007 -

0.006

0.005

0.004 |-

0.003

0.002

Ener. dif. normalizada paralela

0.001

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 2.6: Energia diferencial normalizada paralela al eje Z (F4np) para distintos valores
de la relacién £

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

Segin se muestra en los grificos 2.6 y 2.7, los valores maximos para esta energia se
obtienen para retardos cercanos a cero. La razén estd en que, cuanto menor sea el retardo
entre pulsos, mayor serd la anisotropia presente en la muestra que encuentra el segundo
pulso de excitacién, y por lo tanto mayor la diferencia entre la energia de fluorescencia
producida por el primer pulso y la energia producida por el segundo. La energia diferencial
es precisamente, ésta diferencia. De acuerdo a las figuras 2.6, 2.7, los valores maximos,
corresponden al 0.7% de la energia de fluorescencia que se obtendria con un solo pulso de

excitacién.
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Figura 2.7: Energia diferencial normalizada perpendicular al eje Z (Fgn.) para distintos
valores de “;’.

1

75+ las curvas

Se observa también que para los casos donde se cumple la relacién %’ &S
muestran un decaimiento rdpido en la energia diferencial, que corresponde a la difusién
rotacional, seguido por un decaimiento lento que corresponde a la fluorescencia. Puede
observarse que, bajo esta condicién, el proceso de difusién es menos afectado por el de-
caimiento por fluorescencia.

En el caso inverso en que g > % ambos procesos, difusién y decaimiento por fluorescencia,

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

Sensibilidad

Para hacer una estimacién de la sensibilidad del método, calculamos la variacién de Ed,
vy Ed. con el tiempo de difusién.
Definimos:
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oEd, oFkd,
e _— —_—— Td —
Sd, 59 Sd, 39
En los gréficos 2.8 y 2.9, se muestan los valores de Sd,, y Sd. en funcién del retardo para
distintos valores de %
—¢=2
—¢=t
0.0020 ¢=d2
— ¢=1/10
0.0015 |- — ¢=1/20
o 0.0010 -
]
w
0.0005
/\\
0.0000
1 1 1 = 1 1
0 2 4 6 8 10

Figura 2.8: Sensibilidad en funcién del retardo para la energia diferencial paralela. Se
tomaron distintos valores de %

A partir de estas curvas, se puede observar que la sensibilidad de la energia diferencial
aumenta cuando el cociente -f disminuye. Los casos tipicos de interés son principalmente
aquellos donde los tiempos de rotacién son cortos, por debajo del nanosegundo, mientras
que los tiempos tipicos de fluorescencia se encuentran entre 1 y 10 nanosegundos.

También surge de estos graficos que, para los casos en que ¢ > 7, la sensibilidad tiende
a cero y la técnica deja de ser 1til. Esto se debe, a que la fluorescencia no puede tener

informacién del movimiento de difusién si su tiempo caracteristico es mayor a 7.
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Figura 2.9: Sensibilidad en funcién del retardo para la energia diferencial perpendicular,
tomando distintos valores de %

Para evaluar los valores de g que optimizan la técnica, la figura 2.10 muestra el cociente
entre sensibilidad y energia diferencial para el caso en que la polarizacién es paralela.
Idénticos resultados se obtienen para el caso de polarizacién perpendicular.

En el grafico 2.10 se puede observar que el cociente sensibilidad/energia diferencial alcanza
su valor méximo cuando el retardo es cercano al valor del tiempo de rotacién, ademéds

este valor crece cuando el cociente % disminuye.

2.6.1 Energia diferencial total

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

fugura 2.5, la energia de fluorescencia total sera:

Ei=E,+ B, + E, = E,+2E, (2.56)
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Figura 2.10: Cociente entre sensibilidad y energia diferencial para el caso en que la po-
larizacién es paralela, tomando distintos valores de 2.

donde llamamos F,, F,, I, a la fluorescencia polarizada a lo largo de cada eje, segin 2.5.
Debido a la simetria en el eje Z de excitacién, se cumple: F, = E, = F, es la energia de
fluorescencia perpendicular, mientras que F, = E, es la energia de fluorescencia paralela.
Por otro lado, si la deteccién de la fluorescencia se realiza en una direccién arbitraria de

polarizacién dada por el vector £, ( figura2.5) la expresién para estd dada por:

E; = sin*(0")E, + cos’(¢') E.

En el caso particular en el cual la deteccién se realiza con un polarizador donde £ cumple
la condicién : 2sin?(#') = cos?(¢'), la energia de fluorescencia serd proporcional a F;. En
este caso, se dice que la direccién de polarizacién estd en dngulo mégico, y corresponde
en nuestro esquema a un angulo ¢ = 54.7°.

Extendiendo este razonamiento, llamaremos energia diferencial de fluorescencia total (
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Edt)a:

1
Ed, = g(Edp + 2FEd.) (2.57)
Para el caso de molécula esférica se obtiene la expresién:

Ed, = in%o exp( to) (5 — 4exp(—%))> (2.58)

45 T
En el gréfico 2.11 se muestra el comportamiento de Fd, en funcién del retardo para

distintos valores del cociente -‘f
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Figura 2.11: Energia diferencial total para distintos valores de %’

La energia 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 7 ni de ¢. En las expresiones 2.54 y 2.55 en cambio esta depedencia

si aparece.
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La eliminacién de la dependencia con @ y 7 en los coeficientes, se consigue en otras técnicas
( single photon counting [2] , up-conversion [44] ), haciendo dos mediciones y calculando la
anisotropia de fluorescencia ( la diferencia entre la intensidad de fluorescencia en direccién
paralela y perpendicular ) [7], [2]. En este caso solo es necesaria una medicién para poder

realizar el ajuste.

2.6.2 Energia diferencial sin polarizar

Una alternativa interesante a las planteadas, es la de realizar la deteccién sin polarizar
la fluorescencia. En este caso y suponiendo siempre un esquema de deteccién como el de

2.5, la expresién de la energia de fluorescencia no polarizada que llega al detector es:

Ed,, = Ed, + Ed, (2.59)

8 K?

o L.
P985 T

((39¢ + 287) exp(—to(ql5 4 %) + (42¢ + 357) exp(—t—:)> (2.60)

Este tipo de medicién representa una simplificacién importante en el esquema experimen-

tal ya que es eliminado el polarizador en la deteccién de fluorescencia [35].

2.6.3 Comparacién entre las distintas energias diferenciales

A partir de las expresiones 2.53, 2.55, 2.58 ,2.60 se puede observar que la energia diferen-
cial tiene una dependencia exponencial con los tiempos de fluorescencia y rotacién. Las
curvas en todos los casos son suma de dos términos exponenciales, uno con un tiempo de
decaimiento (% +1)~! y el otro con un tiempo 7.

Es interesante destacar que en los casos donde el tiempo de difusién es mucho menor que
el de fluorescencia (¢ < {5) el término de decaimiento por fluorescencia es practicamente
constante para los retardos del orden de ¢. Esto hace que la curva sea practicamente una
monoexponencial y facilita el ajuste para obtener ¢.

Segiin se obtiene de la expresién 2.58, en el caso extremo en que 7 — oo, la senal de

energia diferencial total cae de su valor maximo (obtenido a retardo cero), al 50% cuando
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t, ~ ¢. Esto se evidencia en el grafico 2.12 donde se muestran las dos contribuciones
(fluorescencia y difusién) por separado y el resultado final que es la energfa diferencial
total en funcién del retardo.

solo el término de difusion
6 - — Edif,
solo el término de fluorescencia

Unidades arbitrarias
[4)]

Figura 2.12: Se muetran por separado las contribuciones a la energia diferencial del factor
de fluorescencia, el factor de difusién y el producto de ambas que es la Ed;

En este caso se tomo ¢ = ;5. El valor del término de Ed, cae al 51% de su valor méximo
cuando t, = ¢ .

En los tres casos presentados (Fd,, Ed,, Ed;), la medicién de la energia diferencial permite
la obtencién del tiempo de difusién con una sola medicién, si se conoce el tiempo de
fluorescencia. En particular el caso de Fd, presenta la particularidad, ya mencionada, de
que los coeficientes que multiplican a las exponeneciales no dependen de ¢ y 7.

Por otro lado, hay una limitacién siempre presente en ésta técnica y es que, sélo en los
casos en que el tiempo de difusién es del mismo orden, o menor al tiempo de fluores-

cencia, las mediciones serdn posibles. De lo contrario la sensibilidad del método baja
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Figura 2.13: Comparacién entre los valores méximos de Ed,, Fd,., Ed,, Fd,, en funcién
de K (proporcional a la energia de excitacién).

En el gréifico 2.13 se muestran los valores maximos para la energia diferencial paralela
(Ed,), energfa diferencial perpendicular (Fd,).energia diferencial total (Ed;), y energia
diferencial no polarizada (Ed,,) en funcién del pardmetro K.

Se supone que en todas las curvas, tanto la muestra como los pardmetros del pulso de
excitacién son los mismos. Todos los valores graficados se calcularon inmediatamente de-
spués de la segunda excitacién, y estdn normalizados con el valor maximo que corresponde

a Fd, para K = 0.01

En el gréfico 2.14 se muestran las curvas de energia diferencial normalizadas con la energia
de fluorescencia que se obtendria con un solo pulso. Los valores de estoa cocientes se
graficaron en funcién de K.

A partir de este grafico se observa que, la razén entre energia diferencial y la energia de



2.6. EXPRESIONES PARA LA ENERGiA DIFERENCIAL 43
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Figura 2.14: Relacién entre los valores méximos de energia diferencial con la energia de
fluorescencia (con un solo pulso) en funcién de K.
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Capitulo 3

Moléculas elipsoidales

En este capitulo nos ocuparemos del caso de una molécula elipsoidal, con un eje de simetria
no degenerado.
En esta caso elegimos un sistema de referencia fijo a la molécula (z,y, 2) y otro fijo en el

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

Z A
A
Polarizacion
.i
Haz incidente 3
4 2 /,/".
/ /,.,.-/ »\j
/ /’g/ T\&
x//, ~ : 'S
= - . Y
o Fluorescencia
K
Figura 3.1:

Suponemos que cada molécula en la muestra tiene un momento dipolar dado por p, de
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p= p® + py + p,z (3.1)

Ser4 1itil para el desarrollo que sigue, definir las componentes en una base esférica a través

de la transformacién:

1 _ _ 1 )
ptt = —\[5(/1«1 + i) p =15 (e — ) 1= p,
(3.2)
Para cualquier vector V la relacién entre las componentes en esta base, en el sistema de

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

+1
VEii= Y Dim(e,B,7)Vi (3.3)

m=—1
donde Dji(e, B3,7) son los elementos de la matriz de rotacién utilizando la convencién
de Rose [42] y «, 3,7 representan los dngulos de Euler segiin la definicién comuin [42].

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

+1
VW =V,W, + W, + V.W, = > (-1)"V"w™ (3.4)

m=—1

3.1 Excitacién de la muestra
Describimos con este formalismo la aborcién de un fotén por un fluoréforo en la muestra
que, segun lo descripto en 2.13, es proporcional al cuadrado del producto escalar entre

el eje de polarizacién del haz incidente y el momento dipolar de absorcién. Utilizando la

relacién 3.4 tenemos que:

(12 =" )" Diom(Q)Dion(Qp"p " (3.5)
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Esta expresién permite describir el caso general, en el que el dipolo de absorcién tiene
cualquier orientacién dentro de la molécula.

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

i) el dipolo de absorcién est4 orientado en el eje z de la molecula

ii) el dipolo est4 en el plano de simetria ortogonal al eje z.

En el primer caso la expresién 3.5 sera:

(1.2)" = 31 Dlaa(2) = cos?(5) (3.6)

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

orientado sobre el eje z. En cuyo caso el producto 3.5 sera:

(12 = 312 (Dl () = 2D () Do (@) + Dy (@) = sin 5 (52 ) 3.7

Los elementos de la matriz de Wigner pueden relacionarse con los arménicos esféricos en
los sistemas en que hay simetria de revolucién. En nuestro caso ésto se cumple ya que
suponemos que la excitacién es paralela al eje Z del sistema de laboratorio. Esta simetria
permite ademés eliminar la dependencia en uno de los dngulos de Euler. Por esa razén,
en la expresién 3.5 todos los elementos de la matriz de Wigner involucrados tienen uno
de los subindices igual a cero.

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

la siguiente forma:

el )"’Y,:;(a,ﬂ) (38)

2l +1

Dimo(ct, 3,0) = Dio—m(0, 8, —c) = (

Teniendo en cuenta estas propiedades podemos plantear la evolucién de la poblacién

de moléculas excitadas con un pulso y, a partir de esa expresién, obtener la poblacién
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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 poblacién de moléculas excitadas serdn :

2
agp = §K\/7_r(#z + g + 1) (99)
2VEVTK (243 — pf — 1)
= 15
2V30v/mp, K (1, +ip,)
a9 = 15

15

Qg1 = —

V30TK (2 — p2 — 2 pn,i)

15

Agg =

V3OVTK (2 — p2 + 2t p1,0)

15

Qg9 =

Para la ecuacién de difusién el operador H tiene la expresién:

H = D"Lg -+ D_L(Lg + L%)

Utilizando la expresién 2.23 y aplicdndola al caso particular de moléculas elipsoidales
donde podemos utilizar las expresiones 3.5 y 3.8, tenemos que la poblacién de moléculas
excitadas es:

2 1
e(a, B,t) = Y y‘ W Yim(t, B) exp(— Ejpnt) (3.10)
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En esta expresién los autovalores Ej, se obtienen a partir de la relacién:

Eyn = 1(1 4+ 1)Dy + (DL — Dy)m? (3.11)

Los coeficientes D y D, 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 difusién y el cociente entre semiejes. Si
bién se encontré que en algunos casos la concordancia con los resultados experimentales
es buena [43], esta relacién no se cumple en forma general, y sélo es tomada en este
trabajo como una estimacién entre los tiempos de difusién del elipsoide y el tiempo de

fluorescencia. Las expresiones son :

i) (3.12)

_3 (p—9) _ 3 (2 —1)s—
=y P D

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 ¢ = %.

Los tiempos de rotacién difusional estdn relacionados con los coeficientes de difusién por
la relacién 3.11, tal como se mostrara en la siguiente seccién. De ahi la importancia en la
determinacién de los coeficientes del tensor de difusién D.

Las expresiones para las intensidades de fluorescencia obtenidas con un solo pulso, en
direccién paralela y perpendicular a la de polarizacién, tienen hasta seis términos con
decaimientos exponenciales. Esto es asumiendo una molécula no simétrica [26]. La
anisotropia es en este caso suma de cinco términos.

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

tiempos estdn relacionados con los valores de Ej,;, no nulos [26] . De estos tres valores, solo

dos son independientes. Esto mismo ocurre para las expresiones de la energia diferencial,
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3.1.1 Dipolo en el gje 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 expresién de ne(a, f3,t,t,) es idéntica al caso de moléculas
esféricas.

A partir de la evolucién de la poblacién de moléculas excitadas por el primer pulso,
obtenemos la poblacién diferencial ny utilizando la expresién 2.29. Suponiendo que en el

instante ¢, llega el segundo pulso de excitacién, la expresién para ng sera:

nd(e, B, t, t,) Z Z Yim(e, B) exp(—Epm(t — t,)) (3.13)

Como consecuencia de la simetria en la excitacién, y en la forma de la molécula, sélo los

valores pares de [ con 0 < I < 4 y m = 0 dan coeficientes b;,, # 0.

K2 ts £
b ——)(5+6 -
00 = o] exp( )( + 6 exp( <I>1))
KZ\/_
exp(— (7 + 1l exp(——
w = = exp(~2)(7 + L exp(~3))
K? t t
ban = e =9
40 1057r'g' exp( p + ‘1)1)

Los resultados obtenidos para la energia de fluorescencia son también similares, y las
expresiones para la energia diferencial, tanto polarizada como total, tienen un solo tiempo

de difusién que esta dado en este caso por la expresién:

@1 Ta =
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La expresién para la energia diferencial total es:

K2 t t
Ed, = —2)(5 + 6 exp(—=
=t exp( T)(o+ exp( q,]))

3.1.2 Dipolo en el plano zy.

Desarrollaremos a continuacién el caso en que los dipolos de absorcién, y de emisién se
encuentran en el plano de simetria de la molécula, es decir, ortogonal al eje z. Sin pérdida
de generalidad consideraremos que los dipolos se encuentran ubicados sobre el eje .

Una vez obtenidos los coeficientes a;,, y utilizando las expresiones 2.26 escribimos las

expresiones para la poblacién de moléculas excitadas para un tiempo t posterior a la

excitacién:
. K T, -3 2 _t(1+46d7) _t(1+6dT)
ne(a, B,t) = —E—Qe T +3 (cos(B)e + —e 7 — (3.14)
6 (Cos(a))z e_t§l+6d:+4c'r[ + 36_t51+6d:-6-4er[
6 (Cos(ﬁ))z (COS(Q))z e_t!l+6d:+4e-r! N 3 (Cos(/j))2 e_ f!l-r5d:-4 er)

De la misma forma que en el caso anterior, obtenemos la poblacién diferencial ny uti-
lizando la expresién 2.29. Suponiendo que en el instante ¢, llega el segundo pulso de

excitacién.

2 1

nd(a, B,t,t5) = Y Y bimYim(e, B) exp(—Eim(t — t.)) (3.15)

=0 m=-1

donde los valores de los coeficientes distintos de cero son:

K? £
boo = 5 exp(——)(3exp(—(2Dyt, + 4D ,t,)) + exp(—6Dyt,) + 5)
36072 T
2
hon = — K \/g pvn(—ﬁ\(ﬂpvn(—(‘)nnf 44Dt V) L Revn(—AMDt Y 4+ 7)
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K?%v/30 to -
byto = * - exp(——)(9 exp(—(2Dyt, + 4D 1,)) + 2exp(—6Dyt,) + 7)
504072 T
K? t,
bio = 5 exp(——)(exp(—(2Dyt, +4Dt,)) + 2exp(—6Dyt,))
84072 T
2 to )
byro = = exp(—;_—)(3 exp(—(2Dyt, + 4D t,)) + exp(—6Dyt,) + 5)
m2
K2\/70 t
= -= - »+4D,t, 3.16
44 F— exp( . Jexp(—(6Dyt, + 4D t,)) (3.16)

3.1.3 Energia diferencial total.

A partir de 3.13 obtenemos la expresién para la intensidad diferencial de fluorescencia en
direccién paralela (Id,), y perpendicular (Id.) al eje Z (paralelo al eje de polarizacién
de la excitacién). A diferencia de las expresiones obtenidas para el caso de las moléculas
esféricas, las integrales sobre el 4ngulo sélido deben hacerse teniendo en cuenta que o y
[ son dngulos de Euler y no las coordenadas polares del dipolo. De esta manera :

B,z / na(e, B, 4, t.) (1.2)%d92 (3.17)
L 2 2
Id, = 3 /Q na(a, B, t,to) [(1-X)? + (1.Y)?] d2 (3.18)

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

(Ed,), perpendicular (Ed,) y total (Ed,). Siguiendo la definicién dada en 2.53 tenemos:

oo o0

Ed, = / Idy(t,t,)dt Ed, = / 1d.(t, t,)dt (3.19)
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Ed, = Ed, + 2Ed, (3.20)

La expresion obtenida en este caso es :

2

Ed, =
t 1807

exp(—t—;) (5 + 3exp(—t,(2DL +4D))) + exp(—t,6D)) (3.21)

De acuerdo a lo obtenido en 3.21 la energia diferencial tiene dos tiempos caracteristicos de
difusién rotacional, a los que llamaremos ®; y @, y estdn relacionados con los elementos

del tensor de difusién de acuerdo a:

k 1

o 2D, + 4D|| 2 6D” ( )

En la expresién 3.21, por lo tanto, encontramos tres tiempos caracteristicos 7, @1y @,

que determinan la forma de la curva Ed; vs. i, .

En los miltiples trabajos que se encuentran en la literatura [7], [2], los valores tipicos
para los tiempos de fluorescencia oscilan entre 1ns y 10ns, mientras que, los valores para
los tiempos de difusién, para mediciones realizadas cerca de temperatura ambiente van
desde 1 ps hasta 10 ns.[7], [2]. Por esta razén es que podemos separar claramente las
curvas de energia diferencial en dos regiones: la primera corresponde al caso en el cual,
el tiempo de fluorescencia es mucho mayor a los de rotacién y la segunda al caso en que
estos tiempos son similares.

Si utilizamos las expresiones 3.12 para obtener los valores de @, y @5 vemos que, para el
caso prolado (p > 1), a medida que aumenta la relacién entre los semiejes de la molécula
aumenta el cociente %;, mientras que para el caso oblado (p < 1) los tiempos tienen
valores similares.

Por ejemplo para p = 1, resulta ®; ~ ®, en los dos casos, pero cuando p = 10 tenemos
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En los gréficos 3.2 y 3.3 se muestran curvas de energia diferencial para diferentes valores

de la relacién % (i = 1,2) . Se tomaron tiempos de rotacién entre {57 y 7.
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Figura 3.2: Energia diferencial en funcién del retardo para una molécula oblada:.
(@) @127, (b)D1_DPy_T, (¢)®1_Dy_7/2, (d)D1-Do_7/10

Los valores de energia diferencial graficados, estdn normalizados con el valor maximo que

se obtiene cuando el retardo es nulo.
Las diferencias entre los dos gréaficos se deben a lo comentado en el parrafo anterior. En
el caso oblado ( figura 3.2) los dos tiempos de difusién, ®; y @,, se mantienen iguales,

mientras que en el caso prolado (figura 3.3 ), @, se mantiene constante y solamente @,

varia.
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Figura 3.3: Energia diferencial en funcién del retardo para una molécula pro-
lada. Para el caso oblado, las curvas se separan claramente para distin-
tos valores de ®; y ®,, mientras en el caso prolado,la diferenciacién es menor.
(a.) <I>1:<I>2:'r/10, (b)@l___T/].O, @2;,7'/2, (C) @1:7'/10, q>2=T, (d)@,:T/IO, @2:27'

3.1.4 Energia diferencial no polarizada

En forma andloga a la definicién dada en 2.60 la expresién para la energia diferencial no

polarizada en este caso es:

1 ts to 0 % 5
By = ;K2 exp(—?)(A + B exp(—a]) + Cexp(—=-)) (3.23)

Donde:

A

(14 +49Dy7 + 280Dy D, 72 + 105D, 7 + 140D%72)

T Nl ey
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394+ 672Dy D 7% + 120Dy + 336 D% 72 + 282D, T
I Il it
Wi+ o) 1+2)

B =

(13 + 224Dy D 72 + 44Dy7 + 112D3 72 + 90D, 7

C =
l+ &)1+ 2)

Si bién la expresién para Ed,, es mas compleja en cuanto a la dependencia de los coefi-
cientes con el tiempo de fluorescencia y los coeficientes de difusién, el comportamiento es

similar al que presenta la energia diferencial total.



Capitulo 4

Esquema experimental

4.1 Breve descripcion

El trabajo experimental desarollado tuvo como objetivo principal la medicién de la energia
diferencial de fluorescencia después de una doble excitacién en funcién del retardo entre
pulsos. A partir de estos datos, y segun la prediccién del modelo, es posible obtener los
tiempos de rotacién difusional del fluoréforo.

Para realizar estas mediciones, se buscé que la fuente de excitacién utilizada cumpliera los
siguientes requerimientos: alta energia por pulso, alta repeticién, ancho de pulso inferior a
los tiempos a medir y longitud de onda adecuada, para que sea eficientemente aborbida por
el fluoréforo. Para la muestra se tuvo en cuenta un sistema soluto-solvente con tiempos
de difusién menores o iguales a los de fluorescencia, que ademas la molécula pudiera
modelarse por una esfera o un elipsoide, y que se tratara de una molécula conocida para
poder comparar los resultados obtenidos con 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 Electrénica Cuéntica, de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Bs. As. Alli se arm¢ el laser de excitacién y se monté el
experimento para la deteccién de la fluorescencia. En esta etapa se utilizé como fuente
de excitacién un laser de colorantes bombeado por un ldser de Nd: YAG. Este sistema

presenta dos ventajas importantes: a) alta energia por pulso y b) la posibilidad de realizar
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fluorescencia. Los inconvenientes que surgieron con este sistema fueron: la baja repeticién
del pulso de excitacién (10 Hz), las fluctuaciones del laser (cercanas al 5%) y el ancho
de pulso obtenido (800 ps). Este ultimo punto requiere que los tiempos a medir sean
mayores al nanosegundo. Con este sistema se obtuvieron las primeras curvas de energia
difertencial en funcién del retardo entre pulsos, y los primeros resultados en tiempos
de difusién rotacional, aunque debido a los inconvenientes mencionados los resultados
experimentales presentanban una alta dispersién.

En la segunda etapa pasamos a sistemas de pulsos m4s cortos, mayor estabilidad en la
energia por pulso y alta repeticién, tratando de resolver los inconvenientes del sistema
anterior. Se utilizé en primer lugar un ldser de Nd:YAG con modelocking, bombeado por
diodos. Este sistema fue armado en el laboratorio de Laseres de Diodos del CEILAP, en
CITEFA.

Con este sistema se mejoraron considerablemente los resultados en la medicién, incorpo-
rando técnicas de lockin . Se ensayaron distintas configuraciones posibles para el montaje
del sistema de la linea de retardo y de la coleccién de fluorescencia, y se consiguié deter-
minar los pardmetros a tener en cuenta para disminuir la fluctuacién en la medicién de
la energia de fluorescencia. Sin embargo la baja energia por pulso impidi6 que se con-
siguieran resultados satisfactorios en la medicién. Por esta razén fue necesario montar el
experimento con otro sistema de excitacién.

En una tercera etapa se utilizé un ldser de titanio-zafiro bombeado con un laser de argén.
Con este esquema se mantiene la alta repeticién, por lo que utilizé el mismo sistema de
deteccién que en el caso anterior y se pudo aumentar la energia por pulso, con la ventaja
adicional de tener un ancho de pulso 100 veces menor. El l4ser utilizado fue un sistema
comercial, y el montaje del experimento se realizé en el laboratorio de Optica Aplicada del
Centro de Instrumentos de la Universidad Auténoma de México. En esta etapa, también
logramos obtener curvas de energia diferencial en funcién del retardo y como consecuencia,

resultados experimentales para tiempos de difusién rotacional en muestras liquidas.
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Laser de /\_ Linea de retardo
excitacion I y divisioén del pulso
Monitoreo del >
pulso de salida > t

Deteccion de la

i Excitacion de la
fluorescencia

muestra

Figura 4.1: Esquema experimetal general

4.2 Esquema general

El esquema experimental basico en todos los casos ensayados es el que se muestra en la
figura 4.1 .

El pulso de excitacién utilizado proviene del ldser 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 energia y ancho del pulso. Este proceso es fundamen-
tal para controlar que las caracteristicas del pulso no se modifiquen durante la medicién.
La deteccién de la energia se realizé con un fotodiodo ( tiempo de respuesta en el orden
del nanoseg.). Para el caso del ldser de ti:zafiro se complementé con un equipo comercial
( Labmaster, Coherent) que permite medir directamente potencia media y estabilidad
del pulso. El ancho de pulso se midi6 en todos los casos con una autocorrelacién.

En la siguiente etapa, el pulso incide sobre la linea de retardo donde un divisor de haz
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sobre un retrorreflector que devuelve los haces al divisor, en forma paralela al haz de
entrada, en un esquema similar al utilizado en un interferémetro 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 fraccién de moléculas excitadas. Esto es fundamental para poder realizar
la medicién ya que, la energia diferencial de fluorescencia es proporcional a la energia del
pulso incidente.

En todos los casos la muestra utilizada fue liquida, y se colocé en una celda con cuatro
caras pulidas, lo que permitié la medicién de la fluorescencia en direccién perpendicular
a la de excitacién. Cuando se utilizaron ldseres de pulsos cortos, fue necesario circular la
muestra para evitar la degradacién del colorante. Esto se debié al aumento de la potencia
media, principalmente en el caso del titanio-zafiro donde este valor era del orden de 10mw,
mientras que en el ldser de Nd-YAG (modelocking) la potencia media era de 10 pw, y
para el ldser de colorantes, solo de 1pw.

Por 1ltimo, la fluorescencia producida en la muestra fue colectada con un sistema éptico
y enfocada en un detector lento para poder integrarla en el tiempo.

A continuacién describiremos en detalle, las caracteristicas de los sistemas montados y los

resultados obtenidos con cada esquema.

4.3 Sistema de ldser de colorantes

En este esquema se utilizé como fuente de excitacién un ldser 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
energias de 100 nJ.

Utilizamos como ldser de bombeo un Nd-YAG que emite pulsos de 3ns de ancho temporal.
La energia en cada pulso era de 200 milijoules, aunque para el bombeo se utilizo, como
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4.3.1 Descripcién general del sistema construido

En la figura 4.2 se puede observar un esquerna general del sistema armado. En primer lugar
el l4ser de bombeo (Nd:YAG) cuyo haz (linea verde en la figura), después de reflejarse
en el espejo E1, llega a la cuna W1 donde una reflexién (aprox 10% de la energia total)
bombea el oscilador. Alli se genera un pulso de subnanosegundos que se dirije luego hacia
el amplificador.

La etapa de amplificacién es bombeada por el haz de Nd:YAG, luego de una reflexién en
W2. El pulso ldser que se genera en el oscilador (linea 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, Led, Le5 ) para colimar
el pulso y enfocarlo en la celda que constituye el amplificador.

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

temporal del pulso generado.

Oscilador

En el oscilador, se genera el pulso que luego se amplificara en la siguiente etapa. Si bien
se analizaron varios esquemas para construir el oscilador [48], [49], [51] se opt6 finalmente
por una cavidad como la que se muestra en la figura 4.3.

El pulso se genera por la amplificacién de la emisién espontdnea, comunmente llamada
ASE, producida en la celda (C1) al ser excitada por el ldser de bombeo ( Nd- YAG). La
celda contiene Rodamina 6G diluida en alcohol etilico, y constituye el medio activo de la
cavidad.

Si el oscilador se bombea con poca energia, el ASE tiene poca intensidad y permite que se
almacene energia en el oscilador. Si el bombeo es muy fuerte el ASE se hace muy intenso,
y comienza a extraer la energia almacenada. Existe una zona intermedia, en que el ASE
se genera con un flanco abrupto cuando se almacené suficiente energia en el oscilador.

Si en esas condiciones de bombeo, se consigue realimentar esta sefial en el oscilador, de
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Figura 4.2: Esquema del ldser de colorantes, oscilador y amplificador utilizado como fuente
de excitacién
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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 méds 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 consiguié
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 intent6é que la senal saturara la ganancia del oscilador realimentando
una sola vez . El tinico espejo, de 10 cm de radio de curvatura, se colocé a una distancia
de 10 cm de la celda en lugar del espejo plano E2.

En ambos casos, el bombeo se enfocé sobre el medio activo con una lente esférica LEL y
una cilindrica LC1. La combinacién de lentes, define el tamano de la zona excitada en la
celda de colorante (C1), que constituye la zona activa del oscilador.

Con los polarizadores P1 y P2 se controlé la potencia de bombeo que es un pardmetro

critico para angostar el pulso. Se observé que para bombeos altos el pulso obtenido a
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encontraba cerca del umbral se conseguia el efecto de angostamiento del ancho de pulso.
Las mediciones de ancho de pulso se hicieron con un fotodiodo répido y con un auto-

correlador. En los dos esquemas ensayados, se consiguié 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 cuna W2 (ver figura 4.2).
Este pulso se enfoca en la celda C2, que contiene el mismo colorante que se utilizé en los
osciladores, con una lente esférica LE2 y una lente cilindrica LC2 que producen una zona

excitada a lo largo de la celda, de la misma forma que en el caso del oscilador.

Leb /J_L
Le2 Tr

| Cl

532 nm :
P3 P4 LC2

[@5 —

Figura 4.4: Esquema de amplificador del ldser de colorantes

Por otro lado, se enfoca en la celda el pulso generado en el oscilador. Para ello se coloca
la lente LE3 de 25¢m de distancia focal a 50cm de la celda C1 para formar una imagen
a 1lm de la zona excitada en la celda (ver esquema en 4.2). Se colocan a continuacién
las lentes LE4 y LES que coliman y finalmente enfocan el pulso en la celda (C2) . Para
la amplificacién se busca que incidan simultaneamente el pulso de bombeo con el del

oscilador de forma que, el primero genere inversién de poblacién y el pulso que se va a
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La energia 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 configuracién se consiguieron factores de amplificacién cercanos a mil, sin em-
bargo si la energia 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 minimizé el

ASE del amplificador y el ancho de pulso, el factor de amplificacién 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 combinacién que cunpliera con las siguientes caracteristicas:

1- que la molécula fluorescente fuera aproximadamente esférica.

2- que los tiempos de difusién y fluorescencia fueran comparables y a la vez mayores al
ancho temporal del pulso de excitacién.

Se encontraron dos combinaciones atractivas para aplicar nuestra técnica de estudio. La
primera fue utilizar rodamina 101 como colorante y etylen-glicol como solvente, la segunda
fue utilizar el mismo colorante pero disuelto en glicerina [7]. Debido a que la glicerina
presenta una dificultad adicional, por el hecho de ser higroscépica, se decidié finalmete
utilizar la combinacién rodamina 101-etylen glicol.

Para obtener una estimacién del tiempo de difusién rotacional con mediciones esta-
cionanas, se utilizé un fluorimetro con ldmpara de xenén. Se realizaron mediciones
de anisotropia de fluorescencia estacionaria, en funcién de la temperatura de la muestra,
en un rango entre -10 °C y 50 °C.

Suponiendo un modelo simplificado de molécula esférica, la anisotropia de fluorescencia

estacionarna es:
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Asuminedo el modelo D-S-E (¢ x #), y conociendo el tiempo de fluorescencia 7 deter-
minamos el valor de ¢ a partir de la curva (7) en funcién de la temperatura.

Con estas mediciones se obtuvo un valor ¢ = 3,5 ns para el sistema rodamina 101 en
etylen glicol.

Esquema experimental

Una vez elegida la muestra, y con el sistema de ldser de colorantes descripto en la seccién
anterior, se armé el esquema experimental que se muestra en la figura 4.5

En este sistema, el pulso de excitacién es dividido en dos partes aproximadamente iguales.
A continuacién se introduce un retardo temporal entre ambos, utilizando un interfer-
6metro de Michelson con dos retrorreflectores, uno de los cuales esta montado sobre un
riel (figura 4.5). Los dos pulsos resultantes se enfocan en la muestra luego de pasar por un
polarizador que define el eje Z de excitacién. En direccién ortogonal al haz, se colecta la
fluorescencia y se la hace incidir en el sistema de deteccién. Simultaneamente, se toma una

muestra de la energia del pulso incidente para poder normalizar la senial de fluorescencia.

En la deteccién, se utilizaron dos fotodiodos idénticos (Thorlab 434), uno para medir
la fluorescencia total después de la doble excitacién, y el otro para medir la energia de
excitacién (segin se muestra en la figura 4.5). Las dos sefiales 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 adquisicién fueron desarollados en el laboratorio, y per-
miten medir energia de fluorescencia y energia de excitacién pulso a pulso. Fue necesario
implementar este sistema debido principalmente a las fluctuaciones del laser (5%), mucho
mayores que las esperadas para la energia diferencial que, de acuerdo a la expresién 2.54
resultan del 1%. Este valor surge al suponer una energia de excitacién de 100n.J, una

seccién eficaz 0 = 5 10~7cm? y un 4rea de excitacién de 10~4cm?.



























































































































