Calculo a segundo orden en la excitacion de la fluorescencia de
moléculas esféricas dipolares
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Se analiza la emisién de fluorescencia inducida por excitacién con pulsos laser polarizados en una poblacién
isétropa de inoréforos. Se supone que las moléculas decaen espontaneamente, que existe difusién rotacional
y que la duracién de los pulsos de excitacién es mucho menor que los tiempos caracteristicos de difusién y

fluorescencia.

Se analizan en particular las energias de fluorescencia totales en funcién del angulo de polarizacién cuando
se excita con uno y dos pulsos liser separados por un intervalo de tiempo arbitrario. Comparando estas dos
sefiales como funcién del retardo entre pulsos, se obtienen correlaciones entre los tiempos de difusién y fluo-
rescencia. Se calcula también la sensibilidad de la determinacién del cociente entre el tiempo caracteristico
de difusién y el tiempo de fluorescencia, a partir de las expresiones obtenidas.

1 Introduccion

La determinacién de los tiempos caracteristicos de di-
fusién rotacional de moléculas inmersas en un solvente,
constituye una herramienta importante que permite
analizar caracteristicas de dicho medio a nivel mo-
lecular. Una situacién especialmente interesante se
da cuando las moléculas presentan fluorescencia, pues
el analisis de la anisotropia de la fluorescencia pro-
ducida por excitacién con un pulso laser polarizado,
proporciona informacién sobre la difusién. rotacional.
En el caso de moléculas aproximadamente esféricas,
esta difusién rotacional se puede representar en forma
relativamente simple mediante una constante de di-
fusion (L 2, 3] | .

En este trabajo se resuelve analiticamente un modelo
que describe la excitacién de un conjunto de molécu-
las fluorescentes mediante pulsos laser polarizados y el
consecuente decaimiento rotacional y por fluorescencia.
Se utiliza una aproximacidén de pulsos ldser muy cortos
y pequenias excitaciones. Comparando los resultados
obtenidos para uno y dos pulsos consecutivos de laser
con la misma polarizacién, se establecen correlaciones
que permiten, en principio, determinar los tiempos ca-
racteristicos de difusién y fluorescencia, a partir de la
medicién de la energia total de fluorescencia emitida
a 90° de la direccién de incidencia, y en funcién del
retardo entre pulsos.

(1) Becario CONICET
() Investigador CONICET
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‘2 Modelo

Consideramos un modelo para la fluorescencia de
moléculas en un medio liquido. Las moléculas se su-
ponen esféricas dipolares. La distribucién de orien-
taciones inicial de los dipolos se supone isétropa, y se
supone que cualquier anisotropia en la distribucidon des-
aparece gradualmente por colisiones con las moléculas
de solvente.

Sean n(6,¢,t) y €(6,¢,t) las densidades de molécu-
las en el estado fundamental y en el estado excitado
respectivamente, con dipolos en la direccién dada por
(6,4). En este trabajo los dngulos se miden respecto
de un sistema de coordenadas esféricas con eje z en la
direccién de polarizacién del haz de excitacién, y eje
y-en la direccion del haz incidente. Denotamos con 7
el tiempo caracteristico de fluorescencia, y con vy, v,
a las constantes de difusién rotacional de los estados
fundamental y excitado respectivamente.

Las moléculas se excitan con un pulso laser pola-
rizado en la direccién dada por 2, de intensidad I(t).
Llamamos ¢ al rendimiento cudntico de excitacién, y o
la seccidn eficaz de excitacién. 'La energia de los fotones
incidentes es hv.

Utilizando estas notaciones, el modelo considerado .
para excitacién, difusién y fluorescencia de moléculas
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se resume:
= —I(t)();o.— cos?(8)y + Shu A
o= hy Tr TSN
(1)
€6 = +I(t)———cos (0)77—£+UCA6

El dato inicial para t = 0 es:

7(6,6,0) = no

y las condiciones de contorno naturales son:

€(8,4,0)=0

n(6,0,8) = n(8,2m,1) ne(8,0,t) = ng(6,2m,1)
779(0) ¢1t) = 779(7r)¢ t) =0

€(0,0,t) = €(8,2m,t) €4(6,0,t) = €4(8, 2m,1t)
60(0)¢1t) = 60(”; ¢1t) =0

Si suponemos v, = v, = v, (corresponde a una si-
tuacién en que no hay grandes cambios de forma de las
moléculas excitadas), podemos simplificar el sistema
anterior. Sumando ambas ecuaciones (1), obtenemos
que 77+ ¢ satisface la ecuacidn del calor con dato inicial
(n+ €)(9, ¢,0) = ng. Trivialmente (n+ €)(4,¢,t) = 1o
es una solucién de este problema, lo que permite elimi-
nar por ejemplo la densidad angular de moléculas en el
estado fundamental, obteniendo:

Do €
€= +I(t)ﬁ cos?(8)(no — €) — L Ae
con dato inicial
€(8,4,0)=0
y condiciones de contorno

€(6,0,t) = €0, 27,1)
€5(6,0,t) = €4(8, 2m, 1)
50(0) ¢at) = 60(7r) ¢;t) =0

Una vez calculada la densidad de moléculas excita-
das, se obtiene la intensidad emitida con direccién de
polarizacién p dada por (¢, ¢'):

ne.¢.0= [ -7

(2)

3)

3 Resultados y discusién

- Obtendremos expresiones que describen la fluorescen-
cia de las moléculas excitadas por pulsos laser de du-
racién mucho menor que los tiempos caracteristicos de
fluorescencia y difusién.

Un pulso laser de intensidad I(t) = ¢6(t — 1) altera
la poblacién inicial de moléculas excitadas (9, ¢,1;)
" segin:

(mo—€(6,¢,tF)) =
= (no — €(8, ¢,t5 ) exp (—c— cosz(ﬁ))

Analizaremos en particular el caso de dos pulsos su-
cesivos de la misma polarizacién:

I(t) = aé(t) + b6(t — t;)

(4)
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donde ¢; es el intervalo de tiempo entre los dos pul-
sos, y @, b son sus respectivas intensidades. Aplicando
la férmula (4) al primer pulso laser y desarrollando a
segundo orden en

LAY
ahu

se tlene:

a® o cos()*

]
(0.6,0%) = m 52 (cos(o)? - 2225

hv

) ®

(6)

con condiciones de contorno dadas por (2), y dato ini-
cial (5). Como el dato inicial y las condiciones de con-
torno son independientes de ¢ la solucién debe ser in-
dependiente de este dngulo. Separando variables, ob-
tenemos la solucién en la forma:

na®o v 1 1a®o
0.6, = 0~ [(3 0w )t

2 2aPo —6u,t
+ (3 T ) Py(cosf)e -
4 ado

735 hy

Para 0 < ¢ < t; debemos resolver:

€
& =——~4uv. DNe
T

——Py(cos f)e~ 20""]

donde P, es el n-ésimo polinomio de Legendre.

La poblacién de moléculas excitadas luego de la lle-
gada del segundo pulso se calcula como anteriormente,
y desarrollando en serie de Taylor para

oo
bﬁ- <<1
a segundo orden, hallamos la poblacién de moléculas
excitadas a t = ti+. En esta expresién se retienen con-
sistentemente potencias de a y b de grado menor o igual
que 2. Expandiendo a su vez este dato inicial para
t =t en términos de los polinomios de Legendre, ob-
tenemos la solucién para t; < t < oo en la forma:

(8, 4,t) =

= ian,,(cos 0)e(t ) < *een(n+ 1))
0

donde b, son los coeficientes del desarrollo del dato ini-
cial a t = ¢; en términos de los polinomios de Legendre
P,{cos8). Se omite la expresién explicita de los b,, por
su excesiva longitud.

En lo que sigue, se calculardn la intensidad y la
energia total de fluorescencia emitidas a 90° de la di-
reccion de incidencia y con dngulo de polarizacidén &
respecto de la direccién 7 de polarizacién del laser.
La intensidad emitida se calcula de acuerdo a (3), y
la energia total emitida se obtiene integrando en el
tiempo:

@©= [ nena
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Figura 1: Sefial S(£) obtenida para £ = 0 (curva
superior), y £ = 7/2 (curva inferior), como fun-
ciones del cociente T,. Valores de los pardmetros:
T=01lR=0.1

Vamos a analizar esta expresién en dos casos particu-
lares, b = 0 y a = b, correspondientes a uno y dos
pulsos consecutivos de intensidad a. El cociente entre
las energias totales de fluorescencia para ambos casos,
Q;=b /Q§=°, es una medida de la interaccién entre los
dos pulsos. Si el retardo entre pulsos es mucho ma-
yor que los tiempos caracteristicos de relajacién del
sistema, Q}‘=" deébiera ser el doble de Q'}=°; al haber
moléculas excitadas por el primer pulso que ain no han
decaido al estado fundamental a la llegada del segundo
pulso, Q}zb serd menor que 2Qj¢=°. Desarrollando este

. . ‘ ado )
cociente en potencias de R = se tlene:

0, = Q5= R 2
r= b=0
Q} 7
donde se han reescalado los tiempos con 7:
t; 1
. T; =
T T d 2v,.T

Designaremos con S(§) = 2— Q- (€) a esta medida de
la interaccién entre los pulsos. La Figura 1 muestra las
senales S(0) y S{(7/2) como funciones del cociente Ty
entre los tiempos de difusién y de fluorescencia, para
un retardo T' = t;/7 fijo. Notar que es posible utilizar
esta curva para hallar experimentalmente el cociente
Ty.
En la Figura 2 se grafican S(0), S(7/2) como fun-
ciones del retardo T. ‘Notar que las curvas obtenidas a
angulo 0 y a m/2 coinciden para retardos del orden del
Ty elegido. '

Para analizar la sensibilidad en la determinacién de
Ty, como funcién de T, se muestran en la Figura 3
la derivada con respecto a Ty de las sefiales S(0) y
S(w/2), como funcién de T, y para varios valores de
Ta. Se observa que la sensibilidad disminuye rapida-
mente para retardos entre pulsos del orden del tiempo
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Figura 2: S(0) y S(7/2), como funciones del re-
tardo entre pulsos. Valores de los parametros:
Ty=5 R=01

caracteristico de difusién, para ambos angulos de po-
larizacién (0 y 7 /2 respecto de la direccién de polari-
zacidn del haz'de excitacién). Se observa ademas que
la sensibilidad de la medicion a dngulo 0 es mayor que
la de la medicién a dngulo 7/2, sobre todo para retar-
dos pequenos comparados con el tiempo caracteristico.
de difusién.

14

3T
d

= 2—§e_T 14 2cos(€)? + % + = (1 + 11 cos(€)® + ﬁ) e "_] /(1 + % + 2‘§os(£)2)

4 Conclusiones

Se ha demostrado que la medicién de la energia de fluo-
rescencia total (no resuelta en el tiempo) producida al
excitar un conjunto de moléculas fluorescentes dipola-
res aproximadamente esféricas con uno’'y dos pulsos
laser polarizados muy cortos, proporciona informacién
sobre los tiempos caracteristicos de fluorescencia y di-
fusidén rotacional. Dicha informacién se puede obtener
de analizar el cociente entre las energias totales de fluo-
rescencia ante la excitacién con uno y dos pulsos laser.
Se ha demostrado también que la sefial a medir (la di-
ferencia entre dos veces la energia de fluorescencia para
un pulso y la energia de fluorescencia para dos pulsos)
es del orden de unos pocos % de la sefial total regis-
trada.

Este nuevo método permitiria obtener en forma ex-
perimental tiempos de difusién rotacional utilizando

BARILOCHE 1995 - 158



0.02 4

dsidT,

Figura 3: Derivada de S (0) y S(x/ 2)“.(:011 respecto
a Ty, para Tyq = 2,0.5. Valores de los pardmetros:
R=0.1

sistemas de deteccién lentos y con una resolucién tem-

poral limitada s6lo por el ancho del pulso de excitacién, -

ya que la medida se obtiene de analizar la sefial de fluo-
rescencia total integrada en el tiempo, como funcién del
retardo entre los dos pulsos cortos de excitacién.

En otro trabajo se analiza numéricamente el efecto
de considerar pulsos de duraciones comparables con los

tiempos de fluorescencia o difusién [4] .
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