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En este trabajo se presentan expresiones para la emisién total de fluorescencia producida por la excitacién
con dos pulsos laser linealmente polarizados en una muestra de moléculas fluorescentes elipsoidales. En
el modelo se supone que las moléculas decaen espontdneamente por fluorescencia y que simultaneamente
tienen un movimiento de rotacién difusional. Se analiza la energia diferencial de fluorescencia y su depen-
dencia con los tiempos de rotacién difusional del fluoréforo.

We present the analytical expressions for the total fluorescence produced after a double laser pulse excita-
tion, with polarized ligth exciting a sample of ellipsoidal fluorescent molecules. In the model it is supposed
that the molecules decay by fluorescence and simultaneously have a rotational difussion movement. The
differential fluorescence energy an how it depends on the molecular times.

I. INTRODUCCION

La determinacién del tiempo de difusién rota-
cional en moléculas fluorescentes permite obtener
informacién sobre la dindmica de rotacion y la es-
tructura de las moléculas del solvente en el que
estd inmersa.

Existen una gran variedad de técnicas dpticas
para la medicién de tiempos de rotacién(*»(2)
basadas en su mayoria en mediciones de
anisotropia de fluorescencia y anisotropia de ab-
sorcién. Si bien con la aplicacién de pulsos léser
ultracortos (< 1 ps) se consigue una fuente de
excitacién réapida comparada con los tiempos a
medir, tipicamente superiores a los 100 ps, existen
pocas técnicas actualmente que permitan alcanzar
una resolucién temporal por debajo del nanose-
gundo @),

La técnica que se propone en este trabajo cuya
idea ya fué presentada en (4:)) para el caso
de moléculas esféricas, permitiria tener resolucién
temporal limitada sélo por el ancho de pulso y
sin necesidad de sistemas de deteccién rapida mi-
diendo solamente la energia de fluorescencia. El
método se basa en la excitacién con dos pulsos
laser iguales y linealmente polarizados que inciden
sobre la muestra con un retardo temporal (al que
llamaremos t,) con una duracién mucho menor
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que los tiempos de rotacién y fluorescencia. Se
supone que el ancho del pulso de excitacién es
mucho menor a los tiempos de rotacién y fluo-
rescencia de forma que se pueda suponer que el
pulso es una delta de Dirac.

II. DESCRIPCION DEL MODELO.

Supondremos que el sistema en estudio es un
conjunto de moléculas fluorescentes inmersas en
un solvente. La concentracién de fluoréforos es lo
sufientemente baja como para despreciar las in-
teracciones entre si mismas y solo tendremos en
cuenta la interaccién con el medio en el que estd
inmerso. La interaccién con el solvente es a través
del tensor de difusién D.

Suponemos que la orientacién del fluoréforo
puede definirse con el vector u(a, 3,7) donde la
terna a, 3,7 representa los dngulos de Euler desde
un sistema de laboratorio a un sistema fijo a la
molécula que llamaremos a lo largo de este tra-
bajo X —Y — Z y £ — y — z respectivamente. La
molécula fluorescente es considerada como un sis-
tema de 2 niveles. Teniendo en cuenta esto lla-
mamos n.(2,t) a la densidad de moléculas exci-
tadas y ng(€2,t) a la densidad de moléculas en el
estado fundamental. La densidad de fluoréforos
en la muestra antes de toda excitacién es n,. Con
las suposiciones anteriores se debe cumplir en todo
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momento que :
(2, 1) + ne(2,t) = no

La excitacién se produce con un haz linealmente
polarizado en un eje que tomararemos siempre
como el eje Z en el sistema de laboratorio. Supon-
dremos en primer lugar que el haz de excitacién
es un pulso en forma de delta de Dirac con una
energia total que llamaremos a.

La ecuacién de evolucién con estas suposiciones

9 ne(§, t)

ot
(1)
El segundo miembro de la ecuacién tiene tres
términos. El primero corresponde a la excitacién
" de la muestra, el segundo corresponde al de-
caimiento por fluorescencia v el dltimo término
que tiene en cuenta la rotacién difusional a través
del operador H. El factor K en el término de la
excitacién depende de la intensidad del pulso inci-
dente y de la seccidn eficaz de absorcién o como:

K= UP%/) (2)

Donde p es la eficiencia cudntica de fluores-
cencia que asumimos cercana a 1 y v es la fre-
cuencia de excitacién de la luz incidente, 7 es el
tiempo de fluorescencia. Como la excitacién es
una delta podemos resolver la ecuacién (1) sepa-
rando 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 in-
stante inmediatamente posterior a la excitacion
(t=0%).

ne(Q,t=0%) =n, [1 —exp— (K (1.2)")] (3)
A lo largo de todo este trabajo supondremos que
el valor de K es chico, tomando como cota superior
K = 0.01 y haremos un desarrollo en serie en K de

la expresién (3), conservaremos sélo los términos
hasta segundo orden.

ne(,t = 0%) = n, [K (n.Z)? — %K2 (n.Z)*
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—ne(Q,t) = I(—([J,.Z)?'nf(ﬂ,t)—‘T'-l'Hne(Q,t)

Una vez que la muestra es excitada el sistema
decae por fluorescencia pero al mismo tiempo hay
un proceso de difusion rotacional. Para describir
esta evolucién resolvemos (1) pero ahora sin el
término de excitacién

0
—O—Zne(ﬂ’t) = —Hn.(,t) (4)

La ecuacién (4) es andloga a la ecuacién
de Shrodinger para un rotor rigido asimétrico.
Suponiendo que Ej, v ¥y, son los autovalores y
autovectores del operador H.

HU, = (D112 + DoL3 + D3L3)¥im = Eim Vim
(3)
Donde D,, D9, D3 son los elementos diagonales
del tensor de difusién y L, son las componentes del
operador momento angular. La expresién para la
evolucién temporal de la poblacién de moléculas
excitadas serd, utilizando (3),(4) y (5) :

ne(€,t) = Y aipm (K) Yikm () exp(—Eigmt)

lkm
(6)
Excitacién con el segundo pulso.
Suponemos que el segundo pulso es una delta
con energia a. La intensidad total de excitacién es
entonces:

I(t) = ab(t) + ab(t — t,)

En todo momento supondremos que t, < Ty
to < ® donde ® representa el menor de los tiempos
caracteristicos de difusién rotacional. Después de
la excitacién con el segundo pulso la poblacién de
moléculas excitadas sera:

n(@) = oK w2 - 3K D]~ @)

ne(@,67) [K (n2) - 5K* (n.2)"]
+n.(Q,t;)

En esta expresion la poblacién de moléculas ex-
citadas es la suma de tres términos. El primero
es idéntico a la primera excitacién (3), el segundo
término depende sélo de la poblacién remanente
del primero y el tercer témino que corresponde
a las moléculas que permanecen excitadas a ¢,
cuando llega el segundo pulso.
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Llamaremos ng4. poblacién diferencial, a la den-
sidad de moléculas excitadas determinada por cl
segundo término. O sea que:

na(Q,t0) = ne (%15 | K (1.2)* — %1{2 (’[.L.Z)4]
(8)

ng tiene en cuenta la diferencia entre la canti-
dad de moléculas excitadas por el primer pulso y
la cantidad excitada por el segundo, asumiendo
que los dos pulsos son idénticos. Esta diferen-
cia depende de la velocidad de desexcitacién del
fluoréforo, a través del tiempo de fluorescencia. y
de la difusién rotacional de acuerdo a lo ya co-
mentado anteriormente. De esta forma podemos
obtener informacién sobre el tiempo de difusién
rotacional y el tiempo de fluorescencia estudiando
s6lo la evolucién de la poblacién diferencial en
funcién del retardo.

Con el mismo razonamiento utilizado para
obtener n.(2,t) podemos estudiar la evolucién de
nqg(€),t) para t > t,.

'nd(Q,t) = Z b[km(f{) \I/”;m(Q) exp(—Elkmz‘)

lkm
(9)
Para obtener las expresiones para ng(2,t) y a
partir de estas la intensidad y energia de fluores-
cencia es necesario conocer la forma de la molécula
y la ubicacién de los dipolos de absorcién y de
emisién dentro de la misma.

III. MOLECULAS ELIPSOIDALES.

El caso que trataremos es el de una molécula
elipsoidal y consideramos que el eje z (fijo a la
molécula) corresponde a eje de simetria no de-
generado. Suponemos que cada molécula en la
muestra tiene un momento dipolar dado por p y
consideramos dos situaciones: cuando el dipolo se
encuentra sobre el eje de simetria no degenerado,
o sea u || z y cuando el dipolo se encuentra so-
bre el plano ortogonal al eje z, donde asumimos
¢ || . En este caso las autofunciones Ui, (£2) se
reducen a los arménicos esféricos Y, (a, 8) y los
autovalores Ej, = [(1+1)D)+ (D1 — Dy)m?

Dy = D3y D; = Dy = D3 representan la com-
ponente del tensor paralela y perpendicular a z.

A partir de la expresién (9) aplicada al caso
de moléculas elipsoidales, obtenemos la expresiéon
para la intensidad diferencial de fluorescencia en
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direccién paralela (Id,) y perpendicular (Id,) al
eje Z.

Id, = / na(, B,t,t0) (1. 2)*dQ
Q

1
Id. =7 / RO [(1.X)? = (nY)?] a2

A partir de la expresiones para las intensidades
obtenemos la -energfa diferencial paralela (Ed,)
perpendicular (Ed,) y total (Ed;):

o0 <
Ed, = / Id,(t.,)dt Ed, = / Idy(t.t,)dt
to to

(10)

Ed, = Ed, + 2Ed, (11)

Dipolo sobre el eje z de simetria.
Para el caso en que el dipolo se encuentra sobre
el eje z, del cédlculo de (10).(12) se obtiene:

K27 to

exp(—?) (5 + 6exp(—;T°l)) (12)

Edr -
© 2707
Esta expresién muestra que en este caso sélo
tenemos un unico tiempo de difusion ®; =
1 )
3D +4D; En la figura 1 se muestran las curvas
de Ed; en funcién del retardo entre pulsos para
diferentes valores de ®;. En general, los valores
medidos de ®; de la mayoria de las moléculas flu-
orescentes estdn en el rango 155 < ®1 < 27, por
esa razdn asumimos esta condicién en las curvas

graficadas.
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Figura 1: Energia diferencial en funcién del
retardo entre pulsos para el caso p| z. En los
grificos consideramos : a) &3 =1, ) 1 =5

¢) ®1 =10, d) ®; = 20. En todos los casos

graficados, se consideré un valor de 7 = 10.
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Dipolo en el plano z y

Consideramos ahora el caso en que p esta en
el plano ortogonal al eje z. Siguiendo los mismos
pasos descriptos en la situacién anterior se obtiene:

K1 exp(—Le) to, |
‘m‘———(5 + 36Xp(-¢)-2) el

+exp(—;%°;))

Ed,
(13)

De acuerdo a lo obtenido en (13) la energia
diferencial tiene dos tiempos caracteristicos de di-
fusién rotacional que llamaremos ®4,que coincide
con el anterior, y ®9 = m .

Las figuras 2 y 3 muestran curvas de energia
diferencial en funcién del retardo entre pulsos,
para el caso prolado y oblado respectivamente.
Suponemos como en el caso anterior que 1—60 <
D,y < 27
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Figura 2: Energia diferencial en funcién del
retardo entre pulsos para el caso de una
molécula prolada. Se consideran los casos:
(1)@1=1,@3=1 b)@l =5,@3=1 C)
®; = 1,P3 = 1. Se tomo un valor de 7 = 10
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Figura 3: Energia diferencial en funcién del
retardo entre pulsos para el caso de una
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molécula oblada. Se consideran los casos:
a) 1 =P3=10)P1 =P3=5¢) D) =P3 =
10 d) &, = &3 = 20. Se tomo
7 =10.

IV. CONCLUCIONES

Se presenta en este trabajo la posibilidad
de estudiar el fenémeno de despolarizacién de
moléculas elipsoidales a través del estudio de la
energia de fluorescencia después de una doble ex-
citacién laser. Se define el concepto de energia
diferencial total y se muestra su dependencia con
los tiempos de rotacién difusional y de fluores-
cencia. De las expresiones obtenidas se ve que
la energia diferencial representa la diferencia en-
tre la fluorescencia producida por el primer y se-
gundo pulso. Esta diferencia tiene dos contribu-
ciones. Una que depende sélo del tiempo de flu-
orescencia y se debe a la variacién entre la canti-
dad total de moléculas en el estado fundamental
que encuentran el segundo pulso con respecto a
las que encuentra el primero. La seguuda con-
tribucién que es la que depende de los tiempos de
difusién se debe a la anisotropia que encuentra el
segudo pulso y que fué producida por la primera
excitaciéon. Se plantea la posibilidad de utilizar
esta magnitud como una forma para la obtencion
de estos tiempos a través de la medicién en funcién
del retardo entre pulsos.

La técnica presenta como caracteristicas intere-
santes que permite la medicién de la energia de
fluorescencia integrada sin necesidad de detectores
rapidos y una resolucién temporal limitada sélo
por el ancho de pulso.
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