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Resumen

En esta Tesis se propone una nueva técnica que combina las ventajas de las
microscoṕıas basadas en la fluorescencia, con la alt́ısima resolución espacial de las
microscoṕıas de campo cercano. El principio de funcionamiento de la Espectros-
coṕıa de Correlación de Campo Cercano que se presenta en este trabajo, se basa en
la existencia de campos electromagnéticos fuertemente intensificados y confinados
alrededor de nanopart́ıculas metálicas, NPs. Este efecto aparece cuando la NP se
ilumina con un haz cuya frecuencia corresponde a alguna de las frecuencias de
resonancia de los electrones en el metal. Experimentos utilizando NPs esféricas de
oro de 40 nm de radio, y una solución de Rosa de Bengala 150 µM en glicerol 80 %
en agua, demuestran una reducción del volumen de observación de alrededor de 4
órdenes de magnitud. Se mostró que es posible extender el uso de la Espectroscoṕıa
de Correlación de Campo Cercano al estudio de células vivas.

Finalmente, se estudian exhaustivamente las propiedades de emisión de
moléculas fluorescentes a distancias nanométricas de NPs metálicas. Se analiza
el efecto de la separación NP-molécula; la eficiencia cuántica de fluorescencia, la
orientación, las propiedades de absorción y emisión de la molécula; y el tamaño y
la geometŕıa de las NPs sobre la emisión de las moléculas.

Palabras claves: Espectroscoṕıa de correlación de la fluorescencia, microscoṕıas
de campo cercano, microscoṕıa confocal, nanopart́ıculas, plasmones, nanoantenas,
intensificación de campo.
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ii ÍNDICE GENERAL



Abstract

In this Thesis we present a new technique which combine the advantages of
the fluorescence based spectroscopies with the super resolution of the near field
microscopies. This technique is based on the strong electromagnetic field localized
in the proximity of metallic nanoparticles, NPs. This effect appears when a NP is
irradiated with the resonance frequency of the electrons in the metal. Our expe-
rimental results using gold NPs and a 150 µM Rose Bengal solution in glycerol
confirm a 4 orders of magnitude reduction in the observation volume. Experiments
in cell membranes show that it is possible to use this technique even in living cells.

Finally, we studied intensively the emission properties of fluorescent molecules
at nanometric distances from metallic NPs. We analysed carefully the effect
of NP-molecule separation, intrinsic molecule quantum yield, and molecule
absorption and emission spectra to design new probes based on molecules coupled
to MNPs

Keywords: Fluorescence Correlation Spectroscopy, Near Field microscopies,
Confocal microscopy, nanoparticles, plasmons, nanoantennas, field enhancement.
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Caṕıtulo 1

Introducción

Hoy en d́ıa no existen dudas acerca de que las espectroscoṕıas basadas en la
fluorescencia se han convertido en una herramienta poderośısima para el estudio
de procesos y funciones de biomoléculas en su entorno natural, la célula. El éxito
de la fluorescencia como herramienta para estudiar la dinámica y la estructura de
sistemas vivos se basa en la posibilidad de marcar selectivamente sitios espećıficos
de la célula, y en la influencia que tienen los parámetros del entorno (como la
temperatura, la viscosidad, el pH, la polaridad y el potencial eléctrico) sobre los
marcadores [Valeur 2001]. Debido a la fuerte dependencia que el medio tiene sobre
la emisión de la fluorescencia, los marcadores son muy utilizados como sondas de
prueba para obtener información espacial y temporal tanto del sistema biológico
como del entorno.

Los marcadores fluorescentes actualmente más utilizados son las sondas fluo-
rescentes. Estos compuestos tienen la particularidad de hacer una transición a
un estado excitado electrónicamente por la absorción de un fotón, y de emi-
tir parte de esa enerǵıa como un fotón, ahora de menor enerǵıa [Valeur 2001].
Esta propiedad de las sondas fluorescentes permite observar en una longitud
de onda distinta a la de excitación, obteniendo con esto una muy buena re-
lación señal-ruido. Esta caracteŕıstica ha permitido la observación y el segui-
miento de protéınas motoras, la difusión de moléculas parcialmente inmoviliza-
das en membranas liṕıdicas, y la difusión de moléculas en geles y en solucio-
nes [Sase et al. 1995, Schmidt et al. 1995, Dickson et al. 1996, Schutz et al. 1997].
Actualmente se encuentran disponibles comercialmente sondas de distintos ta-
maños y con diferentes propiedades ópticas [Valeur 2001, Lakowicz 1983]. Desde
pequeñas moléculas orgánicas [Zhang et al. 2002] hasta grandes protéınas fluores-
centes [Tsien 1998]. Más recientemente se han desarrollado part́ıculas fluorescen-
tes basadas en nanocristales semiconductores [Michalet et al. 2001, Fu et al. 2007,
Grecco et al. 2004].

En los últimos años, además de las técnicas de observación más conocidas ba-
sadas en fluorescencia, como la microscoṕıa confocal y las técnicas de seguimiento
de part́ıculas, se han desarrollado con alt́ısimo impacto técnicas alternativas que

1



2 CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN

proveen información cuantitativa de propiedades de transporte y de concentracio-
nes a partir de las fluctuaciones de la emisión fluorescente. Estas técnicas incluyen
la Espectroscoṕıa de Correlación de la Fluorescencia, FCS, [Magde et al. 1972],
FCS de barrido [Ruan et al. 2004], y la Espectroscoṕıa de Correlación de Imáge-
nes [Digman et al. 2005, Hebert et al. 2005]. Como todas las microscoṕıas de cam-
po lejano, estas espectroscoṕıas permiten obtener información con una resolu-
ción espacial del orden de la longitud de onda del haz de iluminación (∼ 250 -
350 nm en el visible) [Abbe 1873]. Muchas de las interacciones moleculares que
determinan la funcionalidad celular ocurren en la escala de los pocos nanome-
tros [Grakoui et al. 1999, Cambi et al. 2004], escala que no es accesible con las
microscoṕıas ópticas convencionales. Por esta razón, para estudiar este tipo de
fenómenos, es indispensable aumentar la resolución espacial (reducir el volumen
de observación) con respecto a la obtenida con las microscoṕıas de campo lejano.
En este contexto, la aparición de técnicas alternativas a las microscoṕıas ópticas
de campo lejano no se hizo esperar.

La aparición de los microscopios de campo cercano, en donde la señal prove-
niente del objeto se colecta por una sonda ubicada a pocos nanometros, ha logrado
una mejora notable en la resolución permitiendo estudiar fenómenos que ocurren
a escalas moleculares e incluso atómicas. La respuesta de un objeto iluminado
con un campo externo contiene información relacionada con la interacción entre
el campo incidente y el objeto. Es decir, cualquiera sea la interacción entre el
campo incidente y el objeto, alrededor de éste habrá una distribución de campo
electromagnético que lo caracteriza. Es de esperar que la distribución espacial del
campo del objeto muy cerca de su superficie reproduzca fielmente la estructura
de la superficie. Esta estructura puede variar en distancias mucho más pequeñas
que la longitud de onda del campo incidente. Esta caracteŕıstica divide al campo
objeto en dos regiones. La región a pocos nanometros del objeto es la llamada
zona de campo cercano. Más allá aparece la zona de campo lejano. La estructura
del campo cercano de un objeto no es simple. Contiene componentes propagantes
y componentes fuertemente confinadas en las inmediaciones del objeto. Estas últi-
mas son las llamadas ondas evanescentes que existen sólo cerca de los objetos y
no se pueden propagar en el espacio libre. El grado de confinamiento de las ondas
evanescentes depende del material, de su estructura espacial aśı como del entorno.
Cuanto más pequeños son los detalles de la superficie, tanto más confinados están
los campos cerca de ella [Novotny et al. 2007].

El primero de los microscopios en aparecer basado en la medición del
campo cercano fue el Microscopio de Efecto Túnel, STM, [Binnig et al. 1982a,
Binnig et al. 1982b] que sentó las bases conceptuales y tecnológicas para el de-
sarrollo de otras microscoṕıas que aparecieron algunos años más tarde. Sin em-
bargo, la idea de vencer el ĺımite de difracción detectando el campo objeto en
la zona del campo cercano, ya hab́ıa sido propuesta por Synge 50 años antes
[Synge et al. 1928]. La aparición del STM disparó una cantidad de Microscoṕıas de
Barrido por Sondas, SPM, variaciones del STM y que sensan diferentes propieda-
des de las superficies con alt́ısima resolución espacial [Wickramasinghe et al. 1993].
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En este sentido, la P en el término SPM (que proviene del inglés Probe) se
puede reemplazar por el término Fuerza (SFM), Capacidad (SCM), Conducti-
vidad (SICM), o más general por óptica de campo cercano (SNOM) dando lu-
gar a algunos ejemplos de esta familia de microscoṕıas. Dentro de esta familia,
una técnica particular que queremos resaltar es el Microscopio Óptico de Barri-
do por Intensificación de Campo (FESOM), desarrollado en nuestro Laborato-
rio [Bragas et al. 2000, Scarpettini et al. 2009].

En este contexto, la nanofotónica y la plasmónica han sido permanentes
impulsoras de nuevas estrategias para incrementar la resolución espacial de la
microscoṕıa óptica. La idea fundamental de todas estas estrategias se basa en
utilizar dispositivos que permitan localizar e intensificar la radiación óptica in-
cidente en una región pequeña del espacio, de manera similar a la que utili-
zan las antenas. Uno de los primeros dispositivos en utilizar la intensificación
de un haz de luz, y a los que en general se los llama antenas ópticas, apa-
reció en 1984 y fue la punta de un SNOM [Pohl et al. 1984, Durig et al. 1986,
Betzig et al. 1986]. El SNOM ha sido utilizado en experimentos de moléculas
únicas [Xie et al. 1994, GarciaParajo et al. 1999] y en experimentos sobre mem-
branas celulares con resoluciones del orden de 50 nm [de Lange et al. 2001,
Ianoul et al. 2005, de Bakker et al. 2007, de Bakker et al. 2008]. Sin embargo to-
dav́ıa no se ha podido aplicar al estudio de células vivas. Otro acercamiento al
problema, ha sido utilizar nanoagujeros en lozas metálicas depositadas sobre sus-
tratos de vidrio como soportes para estudiar interacciones moleculares. Esta con-
figuración dió lugar a un primer trabajo publicado en Science [Levene et al. 2003]
por la posibilidad de observar la dinámica de moléculas individuales a con-
centraciones micromolar de ligando. Estas nanoestructuras permitieron redu-
cir el volumen de análisis que, combinado con el confinamiento local del cam-
po incidente dentro del nanoagujero, dieron lugar a trabajos posteriores pa-
ra estudiar interacciones que ocurren unicamente a muy altas concentraciones
[Wenger et al. 2007, Muhlschlegel et al. 2005, Schuck et al. 2005]. Más reciente-
mente, se ha demostrado la intensificación de la fluorescencia de moléculas en
solución sobre cristales fotónicos por acoplamiento de modos resonantes, lo que
posibilitaŕıa el estudio de sistemas biológicos con resoluciones similares a la de
un microscopio por reflexión total interna [Estrada et al. 2009c]. Sin embargo, la
complejidad en la fabricación de estas estructuras hacen de este método una po-
sibilidad, por ahora, dif́ıcil de implementar a gran escala.

En este contexto, esta Tesis dió lugar a una nueva técnica que com-
bina las ventajas de las microscoṕıas basadas en la fluorescencia (sensibili-
dad, especificidad, biocompatibilidad y no-invasividad) con la alt́ısima reso-
lución espacial de las microscoṕıas de campo cercano. Para experimentos de
Espectroscoṕıa de Correlación de la Fluorescencia, FCS, el aumento de la
resolución espacial ya hab́ıa sido intentado por varios caminos con resulta-
dos marginales [Blom et al. 2006, Leutenegger et al. 2006, Kastrup et al. 2005,
Foquet et al. 2004, Dyba et al. 2002]. O bien la resolución no aumentaba signi-
ficativamente o el sistema propuesto era demasiado complejo. Para sortear estas
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dificultades, en este trabajo se utiliza la siguiente estrategia: se intensifica el cam-
po electromagnético en la proximidad de una nanopart́ıcula metálica excitando de
manera resonante el plasmón superficial del metal. De este modo la región en la di-
rección de polarización del campo incidente cercana a la nanopart́ıcula, queda con
valores de intensidad varios órdenes de magnitud mayor. A diferencia de las mi-
croscoṕıas de campo cercano tradicionales, este esquema tiene una región excitada
y sin intensificar (∼ 500 a 700 nm de diámetro) que corresponde a la detección en
el campo lejano. Fue parte de esta Tesis demostrar que es posible deconvolucionar
estas dos contribuciones de modo de extraer la información de la región intensifi-
cada. También se desarrollaron los modelos numéricos y anaĺıticos para la correcta
interpretación de los datos y para encontrar las condiciones de trabajo más favo-
rables. Desde el punto de vista experimental, se contruyó un microscopio confocal
con sensibilidad para detectar la emisión de, en promedio, una única molécula en
el volumen de observación. Se desarrollaron los métodos para depositar las na-
nopart́ıculas, NPs, sobre sustratos de vidrio y para identificarlas a partir de una
imagen óptica. Se probó el sistema para estudiar la dinámica de moléculas en so-
lución [Estrada et al. 2008] y en la membrana de células adherentes. Finalmente,
motivados por la proximidad entre las sondas fluorescentes y las NPs metálicas que
se da en el esquema propuesto, se estudió como la interacción NP-sonda modifica
la emisión fluorescente. Como consecuencia de este último punto, se avanzó en el
diseño de nuevas sondas fluorescentes basadas en sistemas h́ıbridos que combinan
NPs metálicas con sondas fluorescentes [Estrada et al. 2009].

A continuación se presenta un esquema de la organización de este trabajo.

Caṕıtulo 2: En este caṕıtulo se hace una revisión de los conceptos fundamentales
de la Espectroscoṕıa de Correlación de la Fluorescencia y se la compara con
otras técnicas alternativas.

Caṕıtulo 3: En este caṕıtulo se presentan las plataformas experimentales para
hacer los experimentos de Espectroscoṕıa de Correlación. En particular se
describe en detalle el microscopio confocal de fluorescencia construido como
parte del trabajo de esta Tesis.

Caṕıtulo 4: Se presenta un modelo para la función de correlación muy simplifi-
cado pero que, sin embargo, permite predecir las condiciones más favorables
para el diseño de experimentos de espectroscoṕıa de correlación basados en
una configuración de campo cercano.

Caṕıtulo 5: En este caṕıtulo se estudian las propiedades de emisión de sistemas
h́ıbridos formados por sondas fluorescentes y NPs metálicas. Se analiza el
efecto que tienen sobre la emisión del sistema la separación NP-molécula; la
eficiencia cuántica de fluorescencia de la molécula, la orientación, las propie-
dades de absorción y emisión de la molécula; y el tamaño y la geometŕıa de
las NPs.
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Caṕıtulo 6: Los experimentos de FCS de campo cercano que se presentan en
esta Tesis se hacen usando NPs sobre un sustrato de vidrio. Por este motivo
en este caṕıtulo se analiza el efecto que tiene sobre las curvas de FCS una
superficie cerca del volumen de observación.

Caṕıtulo 7: En este caṕıtulo se presentan los resultados experimentales del es-
quema de FCS de campo cercano. Los resultados obtenidos en soluciones
150 µM de sonda, demuestran una resolución espacial 104 veces aumentada
con respecto a las espectroscoṕıas de correlación tradicionales. Se presenta
el modelo detallado para la función de correlación desarrollado en esta tesis
que permite interpretar los resultados.

Conclusiones: Finalmente se hace un resumen de los aportes realizados en esta
Tesis y se describen algunas ĺıneas de investigación que se están llevando a
cabo como continuación de este trabajo.

Para una mayor claridad se han agregado dos Apéndices y un Glosario de
términos y śımbolos que resume todos los términos y śımbolos utilizados en
este trabajo.
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Caṕıtulo 2

Espectroscoṕıa de correlación

de la fluorescencia

La Espectroscoṕıa de Correlación de la Fluorescencia, o FCS por sus inicia-
les en inglés, ha demostrado ser una herramienta muy poderosa para determi-
nar concentraciones locales, coeficientes de difusión y cambios conformaciona-
les de biomoléculas fluorescentes en condiciones fisiológicas [Bacia et al. 2002,
Berland et al. 1995, Brock et al. 1998, Politz et al. 1998]. En este caṕıtulo se hace
una introducción a los conceptos básicos de esta espectroscoṕıa y se la compara
con las técnicas más habituales en laboratorios de biof́ısica.

2.1. Descripción general

Las técnicas que habitualmente se utilizan para medir procesos dinámi-
cos dentro de una célula pueden separarse en dos grupos. Las basa-
das en las perturbaciones del sistema como FRAP [Axelrod et al. 1976,
Axelrod et al. 1976b, Lippincott-Schwartz et al. 2001] y las basadas en las fluc-
tuaciones propias del sistema como la Espectroscoṕıa de Correlación de la
Fluorescencia, FCS [Berland et al. 1995, Lippincott-Schwartz et al. 2001], FCS
de barrido [Ruan et al. 2004], y la Espectroscoṕıa de Correlación de Imágenes
[Digman et al. 2005, Hebert et al. 2005, Wiseman et al. 1999].

Cuando a un sistema se lo somete a una perturbación externa pequeña, este
se aparta ligeramente de su posición de equilibrio. Cuando la perturbación cesa, el
sistema relaja exponencialmente y con un tiempo caracteŕıstico que depende del
proceso f́ısicoqúımico responsable del retorno al equilibrio. El apartamiento del
equilibrio también puede darse por fluctuaciones espontáneas propias del sis-
tema. Estas fluctuaciones disipan en promedio con el mismo tiempo caracteŕıstico
que se obtiene al perturbar al sistema externamente, es decir dan la misma in-
formación dinámica pero sin someter al sistema a una perturbación, Figura 2.1.

En los métodos perturbativos el tiempo caracteŕıstico, se obtiene como el tiem-

7
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Figura 2.1: (a): Una perturbación externa saca al sistema de su valor de equilibrio, (b):
fluctuaciones espontáneas alrededor del valor de equilibrio.

po que necesita el sistema para disminuir su apartamiento del equilibrio a 1/e del
apartamiento inicial. El instante de la perturbación es fácilmente identificable y,
por lo tanto, no se requieren de métodos sofisticados para su determinación. No
ocurre lo mismo cuando el observable son las fluctuaciones espontáneas de la señal.
En este caso la información está distribúıada a lo largo de toda la señal y, por lo
tanto, es necesario un método que sea independiente del intervalo de análisis. Los
algoritmos de correlación permiten analizar este tipo de series temporales.

La correlación de las fluctuaciones no es una técnica nueva. En 1911 Svedberg
[Svedberg et al. 1911] midió, a partir de la correlación en la cantidad de part́ıculas,
ec. 2.1, el coeficiente de difusión de nanopart́ıculas de oro en solución. Además
demostró que la variación en la cantidad de part́ıculas dentro de un volumen de
observación abierto, sigue una distribución de Poisson cuando las part́ıculas no
interactuán entre śı. En este experimento, el observador, mirando a través de un
microscopio, contaba “a ojo” la cantidad de part́ıculas que entraban al volumen
de observación por segundo, Figura 2.2. La evolución de la cantidad de part́ıculas
en función del tiempo se muestra en la Figura 2.2(a). Es claro que esta manera
de representar los datos no permite obtener información de la dinámica de las
part́ıculas. Sin embargo, un análisis cuidadoso de las fluctuaciones de la señal
permite enfatizar aspectos que no son evidentes en la serie temporal de los datos
originales.

La función de correlación temporal, G̃(τ), permite obtener el tiempo carac-
teŕıstico de las fluctuaciones. Esto se hace comparando la señal con una copia de
la misma señal desfasada un tiempo, τ . En el experimento de Svedberg se usa la
correlación en el número de part́ıculas que se define como:

G̃(τ) =
〈N(t) N(t + τ)〉

〈N(t)〉2 =
〈δN(t) δN(t + τ)〉

〈N(t)〉2 + 1 = G(τ) + 1, (2.1)

donde δN(t) = N(t) − 〈N(t)〉 es la fluctuación con respecto al valor medio de
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Figura 2.2: Datos del trabajo de Svedberg. (a): Cantidad de part́ıculas detectadas en
intervalos de 1.5 s de duración. (b): histograma de los datos. Figura modificada de la
referencia [Chen et al. 1999].

la cantidad de part́ıculas detectadas en el instante t, 〈N(t)〉 es el valor medio
temporal de la cantidad de part́ıculas, y donde, en general, 〈 〉 significa promediar
sobre todos los valores de t. En la literatura, se suele hablar de la función de
correlación, para hacer referencia unicamente a la parte temporal de la ec. 2.1,
G(τ).

La curva de correlación obtenida por Svedberg, Figura 2.3, muestra un tiem-
po caracteŕıstico de aproximadamente 2 s, que corresponde al tiempo medio de
residencia de las nanopart́ıculas en el volumen de observación.

En su trabajo de 1911, Svedberg sugiere el uso de estas técnicas para el estudio
de moléculas fluorescentes, sin embargo, pasaron 60 años hasta los primeros expe-
rimentos de este tipo. La espectroscoṕıa de correlación de la fluorescencia, o FCS
por sus iniciales en inglés, fue introducida originalmente por Elson, Magde y Webb
a comienzos de los 70’ [Magde et al. 1972, Elson et al. 1974, Magde et al. 1974].
Años más tarde, impulsada por el avance de la microscoṕıa confocal, esta técni-
ca se convierte en una herramienta estándar. FCS usa la función de correlación
para caracterizar las fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia originada en
un volumen de observación. En un sistema en donde las moléculas solo difun-
den, el análisis de las fluctuaciones permite determinar el coeficiente de difu-
sión y la cantidad de moléculas en el volumen observado [Palmer et al. 1987a,
Fahey et al. 1977, Koppel et al. 1976]. Si se conocen la forma y el tamaño del vo-
lumen de observación, se puede calcular la concentración local de moléculas. Este
método ha sido utilizado para calibrar la concentración de muestras fluorescentes
en solución y en membranas [Meyer et al. 1988, Palmer et al. 1989]. Si además se
conoce la concentración másica de la muestra, a partir de la cantidad de molécu-
las se puede derivar la masa molar del soluto. Con este método se estudió el peso
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t[s]

G
(t)

Figura 2.3: Función de correlación para los datos tomados en el experimento de Svedberg,
[Svedberg et al. 1911].

molecular de trozos de DNA [Weissman et al. 1976]. También se ha usado FCS
para estudiar procesos de asociación y disociación molecular [Sanchez et al. 2001];
reacciones qúımicas [Haupts et al. 1998, Starr et al. 2001]; y agregaciones molecu-
lares [Palmer et al. 1987b, Qian et al. 1990b] entre otros procesos.

En los experimentos de FCS la señal de interés es la intensidad de fluorescencia,
I(t), y la correlación de la intensidad de fluorescencia se define como:

G(τ) =
〈δI(t) δI(t + τ)〉

〈I(t)〉2 (2.2)

donde nuevamente esta definición considera únicamente la parte temporal de la
función de correlación. En un experimento t́ıpico de FCS se mide I(t) como la
cantidad de fotones detectados en intervalos de tiempo sucesivos. La Figura 2.4
muestra un esquema de un experimento de FCS donde la fluctuación de la señal
es producida por la difusión de moléculas fluorescentes dentro del volumen de
observación. Las posibles trayectorias de las moléculas, la serie temporal y la
función de correlación también se muestran en la Figura 2.4.

En términos estad́ısticos, la función de correlación, G(τ), da la probabilidad
de detectar un fotón a t = τ si se detectó un fotón de la misma molécula a t = 0.
Cuando los fotones detectados provienen de dos moléculas que no interactúan entre
śı, es decir que no hay una correlación entre los fotones, este evento contribuye
a una señal de fondo constante en G̃(τ). Si, en cambio, los fotones detectados
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Figura 2.4: Esquema de un experimento t́ıpico de FCS realizado durante esta Tesis para
moléculas difundiendo en solución. El elipsoide representa el volumen de observación. (a):
Posibles trayectorias seguidas por las moléculas al atravesar el volumen de observación.
La molécula que sigue la trayectoria 1 se excita y se detecta con mayor eficiencia que la
molécula que sigue la trayectoria 2. (b): Serie temporal de la señal medida. Las moléculas
son excitadas continuamente durante su residencia en el volumen de observación. Dada
una molécula, la trayectoria determina la cantidad de fotones detectados por unidad de
tiempo. (c): Función de correlación para la señal medida en (b). El tiempo caracteŕıstico
obtenido es de 36 µs.

provienen de la misma molécula (están correlacionados entre śı) dan lugar a una
componente dependiente del tiempo en G̃(τ). Vale la pena notar que aún en el caso
en que la cantidad de fotones emitidos por una molécula en el intervalo de tiempo
∆T sea perfectamente constante, debido a la naturaleza estocástica del proceso de
detección, la cantidad de fotones detectados no será constante. La probabilidad de
obtener n fotones en el intervalo de tiempo, ∆T , fluctúa siguiendo una distribución
de Poisson, ec. 2.3.

√

〈(n − 〈n〉)2〉
〈n〉 =

1
√

〈n〉
, (2.3)

donde 〈n〉 es el número medio de fotones detectados en el intervalo de tiempo
∆T . Se puede demostrar que este ruido en la detección, conocido como shot noise,
tampoco contribuye al comportamiento temporal de la correlación. Es decir, la
dependencia temporal de G(τ), está determinada únicamente por los eventos que
están correlacionados entre śı. Un cambio conformacional de las moléculas, la
variación en la cantidad de moléculas presentes en el volumen de estudio, 〈N〉, o
cualquier otro proceso fisicoqúımico que tenga como consecuencia un cambio en
las propiedades de emisión o de difusión de la molécula se pueden estudiar por
FCS. Algunos de estos procesos se muestran en la Figura 2.5

Cada uno de estos fenómenos tiene asociado un tiempo de correlación carac-
teŕıstico que puede ir desde algunas decenas de nanosegundos a varios segundos. En
la región de los nanosegundos, aparecen los procesos de antibunching. El fenómeno
de antibunching está vinculado al tiempo necesario para re-excitar a una molécula
una vez que emitió un fotón. Esto produce una disminución en G(τ) a tiempos
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Figura 2.5: Distintos fenómenos que pueden estudiarse por FCS y el intervalo temporal
asociado. Figura modificada de: [Valeur 2001] y [Schwille et al. 2004].

más cortos que el tiempo de vida del estado excitado emisor de la molécula. En
la región de los ns aparecen los movimientos rotacionales de moléculas pequeñas
en solución acuosa y a los µs, aparecen procesos rápidos de isomerización y pasaje
al triplete. A partir de algunas decenas de µs y hasta los segundos, los fenóme-
nos de difusión dominan la forma de G(τ). En general, una molécula en solución
está sometida a varios de estos procesos simultaneamente. En ese caso, cada uno
aportará un tiempo caracteŕıstico diferente. Si además los tiempos caracteŕısticos
están suficientemente separados cada fenómeno se observará como un “hombro”
en la función de correlación.

2.2. Derivación de la función de correlación para el

caso difusional

La aplicación más habitual de esta técnica es en la determinación de coefi-
cientes de difusión. Por esta razón, en esta sección se deriva la expresión anaĺıtica
para la función de correlación en el caso en el que las fluctuaciones de la intensidad
están dadas por la difusión de moléculas. Dado que las fluctuaciones relativas au-
mentan al disminuir la cantidad de moléculas es importante mantener en promedio
un número pequeño de moléculas simultáneamente en el volumen de observación.
Esto puede hacerse por dilución de la muestra y/o reduciendo el volumen de obser-
vación. La mayoŕıa de los experimentos de FCS, usan un microscopio por absorción
de 2 fotones o un microscopio confocal que permiten obtener volúmenes ∼ 1 µm3

= 1 femtolitro. En esta sección se derivan las ecuaciones para experimentos de
FCS basados en una geometŕıa confocal. Si las fluctuaciones de la señal provienen
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únicamente de la variación del 〈N〉 en el volumen de observación, la intensidad de
fluorescencia detectada a tiempo t, I(t) se puede escribir como:

I(t) =

∫

V
η PSF (r) Iexc(r) C(r, t) dV (2.4)

donde η = K σabs φ, K es la eficiencia de detección, σabs es la sección eficaz de ab-
sorción de la molécula, y φ es la eficiencia cuántica de emisión de la fluorescencia.
PSF(r), (de las siglas en inglés Point Spread Function) es la función espacial que
describe la respuesta óptica del microscopio para un objeto puntual y está deter-
minada por el objetivo de microscopio, la abertura confocal y la longitud de onda
del haz de excitación. Iexc(r) es la dependencia espacial de la intensidad de exci-
tación cuyo máximo es I0 y C(r, t) es la concentración de moléculas en la posición
r a tiempo t. Determinar todos estos parámetros de manera independiente es muy
dif́ıcil. Para simplificar la ec. 2.4, el producto de las funciones PSF(r) y Iexc(r)/I0,
se puede escribir como una única función, que describe la distribución espacial de
la emisión de la fluorescencia colectada, ec. 2.5. Para el caso de detección confocal
se demostró [Qian et al. 1991, Rigler et al. 1993], que una función 3D Gaussiana
donde ω0 y ωz son las distancias en la dirección lateral y axial, respectivamen-
te, en las cuales la intensidad cae a un valor 1/e2 del valor de I0, es una buena
aproximación para la distribución de fluorescencia colectada.

pnorm(r) = PSF (r)
Iexc(r)

I0
= e−2 (x2+y2)/ω2

0 e−2 z2/ω2
z (2.5)

El resto de los parámetros, K, σabs, φ e I0 se pueden combinar para definir
un nuevo parámetro, Q, que da el número de fotones detectados por molécula por
segundo,

Q = ηI0 (2.6)

Con todas estas simplificaciones, la ec. 2.4 se puede rescribir como:

I(t) = Q

∫

V
pnorm(r) C(r, t) dV (2.7)

Luego, aplicando la expresión 2.7 a la definición de la función de correlación
para la intensidad de fluorescencia dada en 2.2, la función de correlación se puede
escribir como:

G̃(τ) =
〈I(t)I(t + τ)〉

〈I〉2

= Q2

∫

V

∫

V ′

pnorm(r) pnorm(r′) 〈C(r, t)C(r′, t + τ)〉 dV dV ′

(

Q

∫

V
pnorm(r) 〈C(r, t)〉 dV

)2 (2.8)

En la expresión 2.8 se pueden distinguir dos contribuciones. Una contribución,
pnorm(r), que depende únicamente de la geometŕıa del volumen de observación,
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y otra que depende del proceso f́ısicoqúımico que origina las fluctuaciones de la
intensidad. Esta última, que en el caso general llamaremos g(r, r′, τ), está dada
para el caso difusional por [Aragón et al. 1976]:

g(r, r′, τ) = 〈C(r, t) C(r′, t + τ)〉 =
〈C〉

8(πDτ)3/2
e

−(r−r
′)2

4Dτ (2.9)

donde D es el coeficiente de difusión de las moléculas y 〈C〉 es el valor medio de
la concentración. Finalmente se incluye la definición del volumen de observación,
Vobs, que usando la ec. 2.5 queda

Vobs =

[∫

V
pnorm(r) dV

]2

∫

V
p2

norm(r) dV

= π3/2 ω2
0 ωz (2.10)

Todas estas simplificaciones permiten obtener una expresión anaĺıtica para la
función de correlación normalizada, que para el caso difusional está dada por la
ec. 2.11 [Aragón et al. 1976]

G̃dif (τ) =
1

〈N〉

(

1 +
τ

τω0
c

)−1(

1 +
τ

τωz
c

)−1/2

+ 1

=
1

〈N〉

(

1 +
τ

τω0
c

)−1
(

1 +
τ

τω0
c

[
ω0

ωz

]2
)−1/2

+ 1

= Gdif (τ) + 1 (2.11)

donde τω0
c y τωz

c son los tiempos de correlación caracteŕısticos en las direcciones
de los semiejes ω0 y ωz. Notar que en 2.11, cada uno de los grados de libertad de

movimiento aportan a la correlación con un término de la forma
(

1 + τ
τc

)−1/2
. En

la práctica, como ωz ≫ ω0, [Mayboroda et al. 2003], τωz
c ≫ τω0

c y el decaimiento
de las fluctuaciones está determinado por un único tiempo de correlación que
corresponde a la difusión de las moléculas a través de la dimensión más corta del
volumen de observación (ω0 en este caso). La Figura 2.6 muestra la dependencia
de la ec. 2.11 con la concentración de moléculas y con su coeficiente de difusión.

Una vez determinado el tiempo caracteŕıstico de correlación, el coeficiente de
difusión, D, se puede calcular a partir de la expresión,

τc =
ω2

0

4D
(2.12)

Notar que para τ = 0, la amplitud de la correlación, G0 = G(τ = 0) es
la inversa del número medio de moléculas en el volumen de observación. Por lo
tanto, conocidos los valores de ω0 y ωz, se puede determinar la concentración local
de moléculas con una resolución espacial del orden del femtolitro. La ec. 2.11 da
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Figura 2.6: Función de correlación para el caso difusional, ec. 2.11, para moléculas di-
fundiendo a través de un volumen de tamaño ω0 = 0.25 µm y ωz = 5 ω0 en las direcciones
radial y axial respectivamente. (a): Dependencia con la concentración. D = 300 µm2/s,
concentraciones 20 nM (ĺınea llena), 50 nM (ĺınea punteada larga), 100 nM (ĺınea punteada
corta). En el recuadro insertado se muestran las curvas en escala doble logaŕıtmica para
una mejor visualización de las amplitudes. También se agregó la concentración 150 µM
como referencia para los experimentos que se muestran en el caṕıtulo 7. (b): Dependencia
con el coeficiente de difusión. C = 20 nM, D = 300 µm2/s (ĺınea llena), D = 90 µm2/s
(ĺınea punteada larga), D = 1 µm2/s (ĺınea punteada corta).

la función de correlación cuando la única causa de fluctuaciones es la difusión de
las moléculas a través del volumen de observación. Además se observa un tiempo
caracteŕıstico, un “nuevo hombro”de la función de correlación, por cada fenómeno
fotof́ısico que cambie la intensidad de fluorescencia entre dos estados A y B con
distintas propiedades de emisión.

A
kA−−⇀↽−−
kB

B (2.13)

Se demostró [Widengren et al. 1995, Widengren et al. 1994], que la función de
correlación para estos procesos es una función exponencial definida como:

G̃(τ)reaccion = G0R exp

(

− τ

τR

)

+ 1 (2.14)

donde
1

τR
= kA + kB (2.15)

con ki las constantes de reacción y G0R la amplitud dada por

G0R =
kAkB(φA − φB)2

(kA + kB)(kAφ2
A + kBφ2

B)
(2.16)

Luego, si la reacción no altera las propiedades de difusión de las moléculas, la
solución para la función de correlación total se puede expresar: como el producto
de las funciones de correlación de la intensidad debidas a la difusión y a la reacción
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[Widengren et al. 1998, Palmer et al. 1987b]; o equivalente, como la suma de las
funciones de correlación de las fluctuaciones de la intensidad debidas a la difusión
y a la reacción, que en el caso τ reaccion

c ≪ τdif
c queda,

G̃(τ)total = G̃(τ)dif G̃(τ)reaccion

∼ 2 G(τ)reaccion + G(τ)dif + 1

∼ G(τ)total + 1 (2.17)

2.2.1. Relaciones señal-ruido en experimentos de FCS

Como se dijo anteriormente en este caṕıtulo, la dependencia temporal de G(τ),
está determinada únicamente por los eventos que están correlacionados entre śı.
Sin embargo, los eventos no correlacionados, aportan con un nivel de señal (al que
llamaremos ruido de fondo) que tiene un efecto sobre la función de correlación.
La contribución del ruido en experimentos de FCS es un punto muy importante
y, sin embargo, pocas veces tenido en cuenta. Tener una estimación del nivel de
ruido es un indicador importante para el diseño del experimento. En el trabajo de
Koppel [Koppel 1974] se hace una deducción rigurosa de la relación señal-ruido,
S/R, en el caso en el que 〈N〉 ≫ 1. La relación obtenida por Koppel se puede
expresar como:

S

R
∝ m

1
2 Q∆T

√
1 + 4Q∆T + 2(Q∆T )2[ τc

∆T ]
(2.18)

donde ∆T es el intervalo de tiempo de conteo de fotones, m es el número total
de intervalos medidos durante un experimento, y Q es la cantidad de fotones
detectados por molécula por segundo. De este modo, Q∆T es la cantidad de
fotones detectados por molécula en el intervalo de detección. Se distinguen dos
casos ĺımite:

Q∆T ≪ 1 :
S

R
∝ m

1
2 Q∆T (2.19)

Q∆T ≫ 1 :
S

R
∝ m

(
∆T

τc

) 1
2

(2.20)

Un tiempo caracteŕıstico t́ıpico correspondiente a la difusión a través de un
volumen de observación confocal para una molécula orgánica en solución acuosa
es ∼ 100 µs. Tomando una medición cada 1 µs y suponiendo una velocidad de
detección de 30000 fotones por molécula por segundo, Q∆T = 0.03. Para estos
valores de Q∆T los resultados de la expresión derivada por Koppel muestran que:
(a) la S/R no depende del número medio de moléculas en el volumen de observa-
ción, (b) la dependencia de la S/R con la variable Q es mucho más fuerte que con
m, es decir es muy importante optimizar la cantidad de fotones detectados por
molécula/s. Una pérdida en la eficiencia de detección de un factor 10, se compensa
con un aumento en un factor 100 de la cantidad de intervalos de medición, es decir
un factor 100 en la duración total del experimento.
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El caso de 〈N〉 ≪ 1, fue estudiado más recientemente en los trabajos de Qian
y Kask [Qian et al. 1990, Kask et al. 1997],

S

R
∝
√

〈N〉 (2.21)

El aumento en la concentración de moléculas aumenta la relación señal-ruido,
sin embargo como se mencionó anteriormente, la función de correlación disminuye
con el incremento de 〈N〉. Es decir, hay un ĺımite práctico en la determinación
de la concentración óptima de moléculas que aumenta la S/R y aún permite
obtener una correlación con una amplitud aceptable. Las ec. 2.19, 2.20 y 2.21 son
importantes al momento de diseñar un experimento de FCS. Ya se mencionó en
esta sección que en un experimento t́ıpico de difusión donde tenemos algunas
pocas decenas de moléculas en el volumen de observación, la ec. 2.19 es la que
determina la S/R. Para un experimento de duración total m∆T fija, la S/R se
puede mejorar aumentando el ∆T o el Q. El intervalo de integración está mas
o menos determinado por la duración del τc que se desee estudiar. Una regla
general es tomar ∆T ∼ τc

20 , de ese modo el τc estará definido por 20 puntos o más.
La manera más sencilla de aumentar Q es aumentando la potencia del láser de
excitación. Por supuesto esto también tiene un ĺımite. A potencias de excitación
muy elevadas, aparecen efectos de fotoblanqueo de las moléculas. En este regimen,
el fenómeno ya no es estacionario, que es condición necesaria para aplicar esta
técnica.

Resumiendo, el parámetro importante a optimizar en un microscopio diseñado
para experimentos de FCS, es la cantidad de fotones detectados/molécula/s, Q.
Esto se hace eligiendo correctamente los componentes ópticos, principalmente el
objetivo de microscopio y los filtros, el uso de detectores de alta eficiencia de
detección y bajo ruido de oscuridad y otros detalles experimentales que se discuten
en el caṕıtulo 3.

Otro punto importante de analizar es cómo el nivel de ruido de fondo afecta
la amplitud de la función de correlación. Este efecto puede explicarse en términos
de la relación S/R. En el caso en que la S/R esté dada por la ec.2.19 la amplitud
de la correlación queda definida por la ecuación:

G0 =
〈N〉Q2

(〈N〉Q + Ifondo)2
(2.22)

donde G0 = G(τ = 0) es la amplitud de la función de correlación y 〈N〉Q + Ifondo

es la intensidad media total colectada en presencia de ruido de fondo, Ifondo. En
muchos experimentos de FCS, Ifondo ≪ 〈N〉Q y, por lo tanto, la amplitud de la
correlación es simplemente 1/〈N〉. Sin embargo vale la pena remarcar que esta
relación es válida únicamente en el caso Ifondo ≪ 〈N〉Q. Si, en cambio Ifondo no
es despreciable comparado con 〈N〉Q, la amplitud de la correlación disminuye con
el aumento en Ifondo. En los experimentos donde Ifondo ∼ 〈N〉Q la amplitud de
la correlación se debe interpretar con más cuidado. Nuevamente, el parámetro a
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optimizar es Q. Si el ruido de fondo se origina en una región del espectro corrida
respecto a la emisión de la molécula los filtros de emisión son una solución fácil
de implementar. Cuando el ruido de fondo está en la misma longitud de onda de
la emisión de las moléculas el problema es más complejo. Una posibilidad es usar
moléculas que tengan un corrimiento de Stokes grande [Valeur 2001].

2.2.2. Técnicas alternativas a FCS: FRAP, QELS y FRET

FCS no es la única técnica que permite obtener información de la dinámica
de procesos dentro de una célula. Fluorescence Recovery After Photobleaching,
FRAP, mide la recuperación de la señal de fluorescencia que se da en un vo-
lumen previamente blanqueado y que resulta de la renovación de las moléculas
fotoblanqueadas por moléculas nuevas. Esta técnica permite obtener coeficientes
de difusión de manera directa. La principal ventaja de FRAP sobre FCS radica
en lo fácil de la interpretación cualitativa de los datos. En muchos casos, distintas
regiones dentro de una célula se pueden caracterizar con una simple inspección de
las curvas de FRAP. FCS en cambio, requiere de un procesamiento y una inter-
pretación más cuidadosa de los datos. La desventaja más importante de FRAP se
debe a que para lograr un completo blanqueamiento del volumen de observación,
es necesario someter a la muestra a altas dosis de radiación, lo que la convierte en
una técnica altamente invasiva.

De manera menos invasiva, se usó la técnica de Dispersión de luz cuasi-elástica
(QELS de las siglas en inglés Quasi-Elastic Ligth Scattering) para obtener infor-
mación a partir de las fluctuaciones en la luz dispersada. Estas fluctuaciones están
dadas al igual que en el caso de FCS por el movimiento Browniano al que están
sometidas las moléculas en solución [Berne et al. 1976], sin embargo esta técnica
no es suficientemente sensible hasta el nivel de moléculas individuales.

Una técnica muy difundida para el estudio de la dinámica en la esca-
la de moléculas individuales es Forster Resonance Energy Transfer, FRET,
[Valeur 2001]. Esta técnica mide la separación entre dos puntos que pueden corres-
ponder a la misma molécula o a moléculas distintas a partir de la transferencia
de enerǵıa entre 2 cromóforos (donante y aceptor), cuyos espectros de emisión
(donante) y de excitación (aceptor) se superponen. La eficiencia en la transferen-
cia de enerǵıa depende fuertemente de la separación entre el donor y el aceptor,
y por lo tanto es muy conveniente para el estudio de fenómenos de asociación y
disociación, o para seguir en el tiempo la distancia entre dos sitios de una ma-
cromolécula que vaŕıa por un cambio conformacional. Por la fuerte dependencia
con la distancia entre donor y aceptor, con esta técnica únicamente se pueden
estudiar procesos que ocurren en el intervalo de 1 a 10 nm [Hillisch et al. 2001].
En su versión tradicional, FRET no permite obtener coeficientes de difusión.

FCS corrige las falencias de sus precursores ya que mide la evolución de las
fluctuaciones alrededor del equilibrio y de manera no invasiva. Para monitorear las
fluctuaciones, FCS utiliza la señal provista por marcadores fluorescentes. Actual-
mente existen marcadores con much́ısimas posibilidades de funcionalización, de



2.3. COMENTARIOS FINALES 19

manera que se puede estudiar sitios muy espećıficos y bien determinados. Al igual
que en el caso de FRAP para determinar el coeficiente de difusión es necesario co-
nocer caracteŕısticas geométricas del volumen de observación. En el caso en el que
el ruido de fondo sea despreciable comparado con la señal dada por la difusión de
las moléculas, FCS permite obtener la concentración con una resolución espacial
del orden del femtolitro.

2.3. Comentarios finales

Actualmente no hay dudas acerca de que FCS es una poderośısima técnica que
permite obtener información cuantitativa y de manera no invasiva dentro de una
célula. En los últimos años esta técnica ha sido adaptada para abarcar distintas
condiciones experimentales. En este caṕıtulo se dio una brev́ısima introducción
a los conceptos más generales de las técnicas de correlación. Hay mucha y muy
buena bibliograf́ıa acerca de estos temas. A continuación se cita en orden arbitrario
bibliograf́ıa complementaria a la citada a lo largo de este caṕıtulo.
[Rigler 1995] Fluorescence correlations, single molecule detection and large

number screening. Applications in biotechnology. [Schwille et al. 2001] Fluores-
cence correlation spectroscopy and its potential for intracellular applications.
[Hess et al. 2002] Biological and chemical applications of fluorescence correlation
spectroscopy: a review. [Medina et al. 2002] Fluorescence correlation spectroscopy
for the detection and study of single molecules in biology. [Elson 2004] Quick tour
of fluorescence correlation spectroscopy from its inception. [Thompson et al. 2002]
Recent advances in fluorescence correlation spectroscopy. [Bulseco et al. 2007]
Fluorescence correlation spectroscopy: molecular complexing in solution and in
living cells. [Berland et al. 2004r] Fluorescence correlation spectroscopy: a new
tool for quantification of molecular interactions.
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Caṕıtulo 3

Diseño y construcción de un

microscopio confocal para

experimentos de FCS

En este caṕıtulo se presentan los instrumentos utilizados para hacer los experi-
mentos de FCS de esta Tesis. Gran parte de los resultados que se incluyen en
este trabajo fueron obtenidos usando un microscopio confocal comercial FV1000
de Olympus Inc. Sin embargo, también fue parte de esta Tesis el diseño y la
construcción de un segundo microscopio confocal optimizado para sortear ciertas
limitaciones asociadas al equipo comercial. En este caṕıtulo se describe en detalle
el principio de funcionamiento y se muestran las calibraciones y los experimen-
tos de control que verifican el buen funcionamiento del instrumento contruido.
Finalmente se hace una comparación entre ambos instrumentos.

3.1. Descripción general

Como se mencionó en el caṕıtulo anterior, en experimentos de FCS es necesario
que el volumen de observación contenga muy pocas moléculas (del orden de 1 a
100). Si bien en principio esto puede hacerse tanto por dilución de la muestra como
por reducción del volumen de observación, muchos procesos biológicos involucran
interacciones moleculares en la escala nanométrica y a concentraciones relativa-
mente altas. Este hecho impone la primera condición importante al instrumento
que queremos construir. El volumen de observación debe ser “pequeño” como pa-
ra poder estudiar procesos con alta resolución espacial y a altas concentraciones.
Con el objeto de determinar qué otras condiciones debe reunir el instrumento pa-
ra hacer experimentos de FCS, se hace una estimación de la cantidad de fotones
que se espera detectar en el caso de una única molécula presente en el volumen
de observación. Una molécula con un tiempo de vida de algunos nanosegundos,
excitada continuamente a la mayor velocidad posible, emite del orden de 108 fo-
tones/s. En el visible esto equivale a pocas decenas de pW que se emiten en todas
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las direcciones. En la práctica, solo se detecta una fracción de la señal total emi-
tida. Si suponemos que la eficiencia de colección del objetivo de microscopio es
menor al 50 % (limitada principalmente por la apertura numérica) y tenemos en
cuenta una eficiencia cuántica máxima de detección de los detectores del 60 %,
Figura 3.5, se puede contar del orden de 107 fotones/s, lo que equivale en el visible
a pocos pW que llegan a detectarse. Es decir, solo el 10% de la señal emitida
por la molécula. Queda claro entonces, que una de las dificultades que debemos
enfrentar para hacer este experimento, esta dada por el bajo nivel de la señal que
se necesita detectar y, por lo tanto, separar del ruido de fondo. El ruido de fondo
aparece como consecuencia de la fluorescencia debida a impurezas en el solvente,
cubreobjetos, y componentes ópticos; filtraciones del haz de excitación en el sis-
tema de detección, aśı como de la corriente de oscuridad propia del detector y la
dispersión Raman del solvente. Este análisis preliminar nos permite concluir que
el instrumento que se necesita construir debe permitir: (i) generar un volumen de
observación pequeño para tener pocas moléculas y reducir el ruido de fondo, (ii)
óptica con alta eficiencia de colección, y (iii) detectores de alta eficiencia cuántica
y baja corriente de oscuridad. Uno de los dispositivos experimentales tradicionales
que reúne todas estas caracteŕısticas es un arreglo de microscoṕıa confocal.

Un esquema básico del funcionamiento de un microscopio confocal se muestra
en la Figura 3.1. El haz de excitación es un láser que luego de reflejarse en un
espejo dicroico se enfoca en la muestra a través de un objetivo de microscopio,
de magnificación y apertura numérica altas. La emisión fluorescente se colecta
con el mismo objetivo y se enfoca en una pequeña abertura (abertura confocal).
La introducción de una abertura confocal en el sistema óptico actúa como filtro
espacial posibilitando que sólo la luz proveniente del foco contribuya a la formación
de la imagen. Después de la abertura confocal la luz de la fluorescencia se reenfoca
en los detectores.

Para iluminar una zona de la muestra limitada por difracción, se expande el
haz de excitación de manera de aprovechar toda la pupila de entrada del objetivo
de microscopio. Esto tiene varias ventajas. Por un lado evita irradiar zonas de
la muestra que no se están observando. Además, para una concentración fija,
disminuir el volumen de observación aumenta la relación señal-ruido. Otra ventaja
de un volumen de observación pequeño es que reduce el tiempo caracteŕıstico
de difusión de las moléculas. Esto permite el estudio de moléculas mucho más
grandes y en entornos muy viscosos. El ĺımite de difracción de un microscopio
confocal ha sido intensamente estudiado [Webb et al. 1996]. Cuando la iluminación
y la detección se hacen a través del mismo objetivo, un criterio para expresar la
resolución lateral en el ĺımite de difracción es usar el ancho a mitad de altura de
la PSF(r) lateral del microscopio,

ω0 =
0,61λ√
2 NA

(3.1)

donde ω0 es la resolución lateral; λ, la longitud de onda de excitación, y NA la
apertura numérica del objetivo. Análogamente la resolución axial se puede expre-
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Figura 3.1: Esquema de un arreglo de microscoṕıa confocal. El haz proveniente del plano
focal (negro) llega al sistema de detección mientras que los haces provenientes de otros
planos (rojo y verde) se enfocan antes o después de la abertura confocal. La abertura
ubicada en el plano imagen del sistema remueve la mayor parte de la luz proveniente de
regiones fuera del foco.

sar como el ancho a mitad de altura de la PSF(r) axial del microscopio,

ωz =
2nλ√
2 NA

(3.2)

donde n es el ı́ndice de refracción del medio. Para un objetivo de NA = 1.4, en
un medio de ı́ndice de refracción 1.5 y una iluminación a 532 nm, la resolución
lateral teórica es ∼ 170 nm y la resolución axial teórica ∼ 820 nm. En la práctica,
las aberraciones introducidas por las lentes o los pequeños desajustes de las com-
ponentes del microscopio permiten obtener resoluciones ∼ 230 nm y ∼ 1 µm en
las direcciones lateral y axial, respectivamente.

3.2. Configuración experimental

La configuración experimental del microscopio confocal construido se muestra
esquemáticamente en la Figura 3.2. El haz de excitación es un láser continuo de
Nd:YAG de 532 nm y 10 mW de potencia. Este pasa a través de un polarizador
(P1) y una lámina de cuarto de onda (L/4) que permiten rotar la polarización
del haz incidente o incluso utilizar luz circularmente polarizada. Un telescopio (T)
expande el haz hasta el tamaño de la pupila de entrada del objetivo para enfocar
al ĺımite de difracción. Luego de la reflexión sobre un espejo (E1) y una lámina
de caras paralelas (L//), la luz se envia a un objetivo de microscopio de apertura
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Figura 3.2: Esquema del microscopio confocal constrúıdo. P1 polarizador, L/4 lámina
de cuarto de onda, T telescopio, E1-E3 espejos, L// lámina de caras paralelas, I iris, ED
espejo dicroico, DA doblete acromático, AC abertura confocal, L1-L4 lentes, DH divisor
de haz, F filtros, APD fotodiodos de avalancha, C cámara.

numérica grande. Una fracción de la fluorescencia generada por la muestra se
colecta por el mismo objetivo y se enfoca por un doblete acromático (DA) sobre la
abertura confocal (AC). Luego de la abertura, la luz se colima utilizando una lente
(L1) y se dirige a un divisor de haz (DH) luego de lo cual es re-enfocada sobre
dos detectores idénticos. En la Figura 3.3(a) se muestra una foto del microscopio
construido con una vista de la zona de excitación. En la Figura 3.3(b) se muestra
la zona de detección.

Una caracteŕıstica importante es el carácter modular y abierto de este disposi-
tivo. Es muy sencillo introducir modificaciones en cualquier parte del microscopio
lo que lo convierte en un instrumento sumamente versátil. Por ejemplo, se puede
reemplazar el divisor de haz por un espejo dicroico o por un divisor por polarizacio-
nes y asi hacer experimentos de co-localización o de anisotroṕıa, respectivamente.
En las secciones siguientes se presenta una descripción más detallada y con los de-
talles técnicos más importantes de los componentes del microscopio. Finalmente
se dan algunas consideraciones prácticas, producto de la experiencia adquirida.

3.2.1. Excitación de la muestra

La elección del láser de excitación se hace en función de la longitud de onda
deseada, la estabilidad, y la potencia requeridas. La intensidad debe ser suficien-
temente baja de manera tal de no fotoblanquear a la molécula durante el tiempo
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Figura 3.3: (a): Vista de la zona de excitación. Se señalan los componentes principales
de esta zona. (b): Vista de la zona de detección.
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de residencia en el volumen de observación. Además, es importante para enfocar
al ĺımite de difracción que el perfil de intensidad del haz se corresponda con un
modo TEM00. En nuestro caso se utilizó un láser de 532 nm continuo, bombeado
por diodos, (Uniphase), de 10 mW de potencia de salida, optimizado para obte-
ner ∼ 80 µW sobre la muestra. La caracterización del haz revela que el láser a
la entrada del telescopio tiene 1.7 mm de diámetro, una divergencia de 1 mrad
y que está linealmente polarizado en la dirección perpendicular a la mesa, datos
en concordancia con las especificaciones del fabricante. A continuación, la luz del
láser pasa a través de un telescopio (T), luego del cual el tamaño medido para el
haz es de 7 mm. Luego, el haz se refleja en un espejo (E1) y en una lámina de
caras paralelas (L//) para incidir en un espejo dicroico (ED) 560DRLP de Omega
Filters. El ED tiene una reflectividad mayor que el 95% a 532 nm y una transmi-
sión mayor que el 85 % para longitudes de onda por encima de 560 nm y del orden
del 50%, para longitudes de onda por debajo de 500 nm, como puede verse en la
Figura 3.4. El haz se enfoca sobre la muestra utilizando un objetivo de microsco-
pio. Debido a que el objetivo se utiliza tanto para iluminar la muestra como para
colectar la fluorescencia, la calidad del mismo es de crucial importancia para el
óptimo funcionamiento del microscopio. Para maximizar la colección de la señal,
se usó un objetivo de magnificación y apertura numérica grandes, Nikon Plan-Apo
100X de inmersión en aceite, NA 1.4 y distancia de trabajo 130 µm. El objetivo
se montó sobre un tornillo micrométrico que permite movimientos gruesos entre
el objetivo y la muestra. Para movimientos más finos la platina se montó sobre
un posicionador motorizado de 3 grados de libertad NanoMax, de Thorlabs, que
permite hacer barridos en 3 dimensiones controlando el movimiento de la platina
con la computadora.

3.2.2. Colección de la emisión de fluorescencia

Parte de la señal emitida por la muestra se colecta con el mismo objetivo que
se usó para excitar. Luego atraviesa el ED, se refleja en E2 y se enfoca sobre
la AC. La optimización del tamaño de la AC fue considerada por otros auto-
res [Rigler et al. 1993]. La mayor relación señal-ruido se obtiene para un tamaño
de AC que corresponda al tamaño de la imagen de la zona iluminada sobre la AC.
Suponiendo que se enfoca al ĺımite de difracción y se usa un objetivo de magni-
ficación 100, el diámetro adecuado de la abertura es de 50 µm. Esto resulta en
un volumen t́ıpico de detección del orden de 1 fl. Luego, la luz de fluorescencia
es colimada por L1 y enviada a un divisor de haz (DH) que lo separa en 2 haces
en una relación 50/50. Finalmente, para eliminar eficientemente la componente de
luz correspondiente a la longitud de onda de excitación, se usan filtros de corte
(Omega Filters). En la Figura 3.4 se muestran los espectros del espejo dicroico y
de los filtros de emisión conjuntamente con el espectro de uno de los colorantes
usados en las experiencias, tetrametilrodamina, TMR, en solución acuosa a PH 7.
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Figura 3.4: En verde, los espectros de absorción (en ĺınea llena) y fluorescencia (en ĺınea
punteada) de TMR en solución a pH 7. En azul, el espectro de trasmisión del espejo
dicroico, ED. En rojo el espectro de trasmisión de los filtros, F.

3.2.3. Sistema de detección

Para este tipo de experimentos, se pueden usar detectores operando tanto en
modo analógico como en modo digital (modo de conteo de fotones). Sin embargo,
si se esperan muy poca moléculas simultáneamente en el volumen de observación
y, por lo tanto muy pocos eventos, el modo de conteo de fotones tiene una mejor
relación señal ruido que el modo analógico. Un detector comercial, optimizado
para el modo de conteo de fotones, es el fotodiodo de avalancha de la serie SPCM
de Perkin-Elmer. Un fotodiodo de avalancha es un fotodiodo sometido a una ten-
sion en inversa de forma que los fotoelectrones generados puedan a su vez generar
nuevos pares electrón hueco al acelerarse bajo la influencia de un campo eléctrico
fuerte. Este proceso de ionización en la cual el número final de electrones que da
lugar a la corriente es mayor que el número de fotoelectrones, es la base de estos
dispositivos. En este trabajo se utilizan 2 fotodiodos de avalancha SPCM-AQR13
de Silicio. Estos detectores tienen un área sensible de 180 µm de diámetro y una
eficiencia cuántica de detección máxima del 65 % a 650 nm. Los detectores están
enfriados para mantener la estabilidad ante cambios en la temperatura ambiente
y para disminuir el ruido térmico. Los SPCM-AQR son sensibles desde el visible
y hasta el infrarrojo cercano y pueden detectar fotones con una frecuencia máxi-
ma de conteo de 10 MHz (10 millones de eventos por segundo). La Figura 3.5
compara la eficiencia cuántica de los detectores disponibles en el mercado. Una
caracteŕıstica importante de estos detectores es que entre pulsos detectados hay
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Figura 3.5: Curvas t́ıpicas de eficiencia cuántica para los fotocátodos más comunes dis-
ponibles en el mercado. El fotocátodo que usan los detectores de la serie SPCM de Perkin
Elmer es el Slik.

un “tiempo muerto”de 50 ns, tiempo durante el cual la llegada de un nuevo fotón
no producirá ningún fotoelectrón. Este tiempo corresponde al tiempo necesario
para resetear a todos los componentes. Una vez en el estado original el detector
esta preparado para recibir otro fotón. Otra caracteŕıstica de los detectores que
trabajan en el modo de conteo de fotones es que tienen una cierta probabilidad
de que un único fotón detectado genere 2 pulsos (en vez de 1).

3.2.4. Sistema de adquisición de datos

El objetivo es tener un sistema de adquisición que permita almacenar los even-
tos registrados por el detector de manera automática. Para esto se desarrolló un
programa, en entorno LabView, que permite la interacción del operador del mi-
croscopio con el sistema de adquisición de datos. Una placa de adquisición capaz
de detectar eventos con las caracteŕısticas de los pulsos de salida de los detectores
es la placa contadora de National Instrument PCI6602. La serie 6602 ofrece ocho
contadores independientes de 32 bits cada uno. Con estos dispositivos pueden rea-
lizarse una variedad de tareas, incluyendo conteo de eventos, medidas de ancho
de pulsos, generación de pulsos, generación de series de pulsos y medidas de fre-
cuencia. En esta aplicación se van a utilizar tres contadores; uno para determinar
el tiempo de conteo de los eventos y uno para registrar la salida de cada detector.
El programa desarrollado, Figura 3.6, permite controlar de manera independiente
las variables del experimento: el tiempo durante el cual se cuentan los eventos
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Figura 3.6: Ventana de control del programa. Desde aqúı se configuran los parámetros
para la adquisición de los datos usando una placa PCI6602 de National Instrument.

y la duración total del experimento. La Figura 3.6 muestra la ventana principal
desde la cual se pueden controlar los parámetros de adquisición. Los contadores
que se desee utilizar en cada experimento pueden ser especificados en los recuadros
correspondientes. Los indicadores que aparecen en la ventana principal permiten
ver el número medio de fotones detectados por segundo. Esto puede usarse para
maximizar la señal durante el proceso de alineación y como una medida de control
durante el transcurso del experimento. La barra indicadora completa señala que
los detectores están cerca de su umbral de saturación.

3.2.5. Programa de correlación y ajuste de datos

Una vez adquiridos los datos de cantidad de fotones detectados en intervalos
de conteo sucesivos, hay que calcular la función de correlación, ec. 2.2. Si bien
existen tarjetas de adquisición y correlación comerciales, estas tienen una serie
de desventajas. En general, son “programas cerrados”que solo dan la función de
correlación y en muchos casos no se tiene acceso a los datos originales. En cuanto
a los algoritmos de ajuste, los programas comerciales vienen programados con los
modelos más habituales. En nuestro caso será necesario ajustar los datos con un
modelo nuevo. Por estos motivos se optó por desarrollar un programa en Matlab.
El programa permite cargar los datos de hasta dos detectores para calcular la
función de auto-correlación (correlación de un único detector consigo mismo) o la
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función de correlación cruzada (correlación entre los dos detectores). En una etapa
posterior, el programa desarrollado en esta Tesis se contrastó con un programa de
correlación comercial, SimFCS (LFD, Urbana).

3.2.6. Adquisión de las imágenes

Para la mayoŕıa de las aplicaciones resulta conveniente tener una imagen de la
muestra por transmisión. Esto se implementó iluminando la muestra desde arriba
con una lámpara dicroica. La luz blanca pasa a través de la muestra y parte de
la señal se refleja en el ED. Luego de atravesar la lámina de caras paralelas (L//)
se enfoca sobre una cámara. Por esta razón, y dado que se dispone de potencia
de excitación en exceso, utilizamos una lámina de caras paralelas en vez de un
espejo en este punto. Una lente de 200 mm de distancia focal (L4) provee sobre la
cámara una imagen de 50 µm cuando se observa una zona iluminada al ĺımite de
difracción. Esta imagen corresponde a 15 pixeles de la cámara.

3.2.7. Alineación del microscopio

La alineación del sistema implica alinear el haz de excitación, el láser, y el
haz de emisión, la luz de fluorescencia. Como primer paso se alinea el láser de
excitación de manera que pase centrado con respecto al objetivo. Esto se hace
utilizando un espejo y una lámina de caras paralelas (E1 y L//) montados sobre
posicionadores de dos grados de libertad que se encuentran a la entrada del mi-
croscopio. La alineación fina del haz de emisión tiene dos etapas. Primero se
centra la AC de manera que la imagen de la zona iluminada en la muestra quede
sobre la AC; luego se hace una imagen de la AC sobre los detectores. Para ubicar
la AC, se colecta la emisión de una muestra fluorescente muy concentrada, por
ejemplo Rodamina ∼ 1 mM, y se mueve la AC de manera de maximizar la luz de
fluorescencia que la atraviesa. La ventaja de usar una muestra muy concentrada es
que esta etapa se puede hacer a ojo mirando a través de la AC la imagen del volu-
men iluminado proyectada sobre una pantalla. Una vez que la AC está ubicada, se
montan dos iris que permiten recuperar la dirección del haz que hace imagen sobre
la posición determinada para la AC. La Figura 3.7 muestra el efecto del cambio
en la dirección del haz sobre la posición de la AC. Con la AC alineada, y los iris
ubicados, se montan los detectores en la posición de la imagen de la AC. Para la
alineación gruesa se pueden usar los detectores tapados y la muestra fluorescente
concentrada, de manera de ubicar a los detectores centrados con respecto a la luz
de fluorescencia. Finalmente, se maximiza la señal colectada de una muestra en
concentración nM, iterando el movimiento en los tres ejes de los detectores.

Diariamente se deben corregir pequeñas desviaciones del láser de excitación con
respecto a la dirección fijada por los iris en el momento de la alineación principal.
Para esto se utilizan el espejo y la lámina de caras paralelas (E1 y L//) que se
encuentran a la entrada del microscopio.
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fluorescencia

Figura 3.7: Efecto de un cambio en la dirección del haz de excitación sobre la alineación
del microscopio. Fijada la posición de la AC se deben corregir diariamente las pequeñas
desviaciones del láser de excitación.

3.3. Consideraciones prácticas

3.3.1. Potencia sobre la muestra

Habitualmente cuando se exponen moléculas a altas dosis de radiación, estas
pueden reaccionar por diferentes caminos (ej. fotodisociación, adición a una doble
ligadura, transferencia de protón, etc.). Estos procesos conducen muchas veces a la
destrucción del cromóforo en un proceso que se llama en general fotoblanqueo. Para
una molécula muy estable la probabilidad de fotoblanqueo es de 10−8. Como se
mencionó anteriormente en este caṕıtulo, una molécula puede ser excitada hasta
108 veces por segundo, es decir que su vida media es del orden de un segundo
en condiciones de excitación saturada. En estas condiciones, el fotoblanqueo es
la causa por la cual se produce la disminución en el número de moléculas en
el volumen irradiado. Esta disminución en el número de moléculas, seguido por
la consecuente disminución en la intensidad de la señal emitida, es un efecto a
tener en cuenta principalmente durante el proceso de alineación del microscopio y
optimización del desempeño del sistema.

3.3.2. Adsorción de moléculas sobre el cubreobjetos

Las concentraciones t́ıpicas para experimentos de FCS van desde algunas cen-
tenas de nM (10−9 M) hasta unos pocos pM (10−12 M). Esto permite tener unas
pocas moléculas en un volumen de observación del orden del femtolitro. Al tra-
bajar con soluciones tan diluidas existen algunos efectos que se deben tener en
cuenta. Habitualmente cuando se pone una gota de solución sobre un cubreobje-
tos, se produce la adsorción de una fracción de las moléculas sobre la superficie del
vidrio. Este efecto, que generalmente es ignorado en soluciones más concentradas,
en el caso de soluciones utradiluidas resulta en un cambio dramático de la concen-
tración volumétrica. Para solucionar esto se pone una gota sobre un cubreobjetos
limpio, se la deja algunos segundos y luego se renueva la muestra, usando siempre
la misma punta de pipeta (para evitar el efecto de la adsorción en la punta). Co-
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Figura 3.8: Intensidad colectada a medida que se acerca el objetivo al cubreobjetos.
Se distingue claramente una zona de mayor intensidad luego de la cual la intensidad
permanece constante mostrando que el volumen de observación está completamente dentro
de la muestra.

mo ahora la superficie del cubreobjetos llegó al equilibrio de adsorción, una simple
inspección barriendo el eje z durante el enfoque, permite determinar muy fácil-
mente la posición de la superficie del vidrio. La Figura 3.8 muestra la intensidad
colectada mientras se hace un barrido en el eje z con el objetivo. Se distinguen
claramente tres zonas. Cuando el volumen de observación está fuera de la muestra,
la intensidad media colectada es igual al ruido de fondo del microscopio. A me-
dida que el volumen de observación ingresa a la muestra, las moléculas que están
difundiendo y las moléculas que están adsorbidas sobre la superficie contribuyen
a la señal colectada. Debido a las moléculas adsorbidas el máximo de la señal
colectada se corresponde con el volumen de observación centrado con respecto
al cubreobjetos. A medida que el volumen de observación sigue entrando en la
muestra, las moléculas adsorbidas son excitadas y detectadas con menor eficiencia
contribuyendo proporcionalmente menos a la señal total colectada. Finalmente,
cuando el volumen de observación está completamente dentro de la muestra, la
intensidad colectada adquiere un valor constante.

3.3.3. Identificación de agregados de moléculas

Uno de los fenómenos más habituales que distorsionan la curva de correlación
es la aparición de eventos muy brillantes ocasionados por grandes agregados de
moléculas fluorescentes atravesando el volumen de observación. El brillo de estos
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Figura 3.9: Detección de agregados a partir de la inspección de las trazas temporales
de intensidad de fluorescencia colectada. (a): Después de tres segundos un agregado de
moléculas difunde por el volumen de observación aumentando 50 veces el valor medio de
la señal. En (b): un agregado más pequeño difunde a través del volumen de observación.
El tamaño del agregado se puede estimar tanto a partir del valor máximo de la intensidad
como de su duración.

agregados se debe a dos factores. Por un lado estas estructuras están formadas
por muchas moléculas fluorescentes. Además, debido al aumento en la masa, estas
estructuras permanecen más tiempo en el volumen de observación. La Figura 3.9
muestra dos mediciones de la intensidad en función del tiempo para una solución de
α-sinucléına 250 pM en agua. La α-sinucléına fue modificada en la posición 90 con
una molécula de Cy3. El tiempo de conteo es 10 ms y el tiempo total de adquisición
es de 10 s. La Figura 3.9(a) muestra que después de 3 segundos la intensidad
aumenta dramáticamente en un factor 50 lo que representa un comportamiento
inusual, algo similar ocurre luego de 2 segundos en la Figura 3.9(b), esta vez en un
factor 7. Notar que el aumento en el máximo de intensidad aparece acompañado
de un aumento en la duración del pico lo cual es consistente con un aumento
de la masa del agregado y, por lo tanto, un mayor tiempo de residencia en el
volumen de observación. Nuestra experiencia nos permite concluir que es preferible
adquirir los datos en muchas series temporales cortas en vez de en una única
serie más larga. De este modo, cada serie se puede analizar individualmente y
esto permite descartar las mediciones donde se obtengan picos inusuales. Además,
acumular muchas series temporales permite calcular las curvas de correlación y
después promediarlas dando una estimación del error estad́ıstico en cada punto de
la correlación.

3.4. Caracterización del microscopio construido

3.4.1. Calibración del volumen de observación

Para convertir el tiempo caracteŕıstico recuperado de la función de correlación
en un coeficiente de difusión, o la amplitud de la correlación en una concentración
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Figura 3.10: Curva de correlación medida para una muestra 18 nM de Tetrametil-
Rodamina en agua. El tiempo de conteo es de 10 µs. La curva se obtuvo promediando 250
mediciones de 200 ms de duración cada una. Los parámetros del ajuste son: ω0 = 0.24
µm, G0 = 0.12. Las desviaciones estandar en cada punto son más chicas que el tamaño
del punto.

se deben conocer los parámetros geométricos del volumen de observación. En prin-
cipio el volumen de observación depende de la longitud de onda del láser utilizado
y la NA del objetivo de microscopio. En la práctica, pequeñas desalineaciones de
los componentes ópticos o imperfecciones en el modo del haz tienen una influen-
cia notoria en el volumen de observación. Por esta razón, se optó por realizar un
experimento de calibración antes de cada serie de mediciones.

La calibración consiste en medir una muestra de coeficiente de difusión cono-
cido. Luego, para una relación de aspecto fija, se mide τc y usando las expresiones
2.12 y 2.10 se determina el volumen de observación. Tipicamente para un láser de
532 nm, un objetivo de NA = 1.4 y una relación de aspecto ωz/ω0 = 5 se obtienen
valores de (ω0 = 0.25 ± 0.05) µm. La Figura 3.10 muestra la curva de correlación
de una solución 18 nM de Tetrametil-Rodamina en agua y el ajuste por un modelo
puramente difusivo, 2.11.

Todas las calibraciones realizadas en este trabajo se hicieron usando soluciones
de concentración conocida de rodaminas en agua. Un tipo de rodamina de parti-
cular interés para aplicaciones intracelulares es la Tetrametil-Rodamina (TMR).
Esta molécula es muy aplicada en experimentos de FCS por absorción de 1 fotón.
Su coeficiente de difusión es bien conocido: D = 280 µm2/s, posee alta eficiencia
de emisión de fluorescencia φ = 0.90 y variadas posibilidades de funcionalización.
La TMR es considerada un estandard para todo tipo de experimentos de fluo-
rescencia [Haugland et al. 1996]. Otras moléculas utilizadas fueron: Rodamina 6G
(Rod6G), Rodamina B (RodB), y en los casos donde fue necesario excitar usando
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Rodamina B

Figura 3.11: Estructura qúımica de las moléculas más utilizadas en este trabajo.

molécula D [µm2/s] λmax
abs [nm] referencia

Rod6G 280 527 [Magde et al. 1974]
300 527 [Berland et al. 2004]

RodB 280 560 [Fujii et al. 1995]

TMR 280 550 [Haugland et al. 1996]

FITC 300 490 [Guiot et al. 2000]

Tabla 3.1: Coeficientes de difusión y máximos de absorción para las moléculas más utili-
zadas en este trabajo. Los valores de coeficientes de difusión corresponden a las moléculas
en agua y a temperatura ambiente.

un láser azul se usó Fluoresceina (FITC), en buffer a pH = 10. La Figura 3.11
muestra la estructura qúımica de las moléculas más utilizadas en este trabajo,
mientras que en la Tabla 3.1 se resumen sus principales caracteŕısticas.

3.4.2. Pruebas de desempeño

Sensibilidad del sistema construido

Una caracteŕıstica importante del sistema construido es cuan diferentes deben
ser dos tiempos de correlación para que se puedan resolver. En la Figura 3.12 se
muestran las curvas de correlación para dos muestras diferentes. En ćırculos negros
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Figura 3.12: Curvas de correlación para dos muestras diferentes. En ćırculos negros
TMR/agua, y en cuadrados rojos CPP/DMSO de coeficientes de difusión DTMR/agua =
280 µm2/s y DCPP/DMSO = 130 µm2/s respectivamente. Cada curva de correlación es
el promedio de 200 mediciones. La incerteza de cada punto tomada como la desviación
estandar de las 200 mediciones es más chica que el tamaño del punto.

TMR/agua, y en cuadrados rojos CPP/DMSO1. La Figura 3.12 muestra que la
sensibilidad del sistema construido permite discriminar facilmente un factor dos
en D, que usando la expresión de Stokes-Einstein, ec. 3.3, implica un factor dos
en la viscosidad de la solución ηs, o en el radio hidrodinámico de la molécula Rh.

La ecuación de Stokes-Einstein permite estimar el coeficiente de difusión en
términos del tamaño de la molécula,

D =
k T

6π ηs Rh
(3.3)

donde k es la constante de Boltzman, y T la temperatura del medio. En el caso
particular de las protéınas globulares2, el peso molecular de una protéına, P, se

1Los CPP son péptidos de alrededor de 10 a 30 aminoácidos [Fischer et al. 2005] pero que a
diferencia de la mayoŕıa de los péptidos, se incorporan eficientemente a las células mamı́feras.
Además, cuando están conjugados a una molécula cargo, los CPPs le confieren esta capacidad
al cargo. Se obtuvo la incorporación celular eficiente utilizando como moléculas cargo: péptidos,
protéınas grandes (120 kDa), plásmidos, liposomas y nanopart́ıculas. Por esta razón, los CPPs se
han convertido en moléculas de interés en áreas como la bioloǵıa y la biomedicina.

2Las protéınas globulares, o esferoprotéınas tienen una estructura basicamente esférica y son
una de los tres tipos principales en la clasificación de las protéınas según su forma (las otras son las
fibrosas y las mixtas). Entre las protéınas globulares más conocidas tenemos la hemoglobina, un
miembro de la familia de las globulinas. Otras protéınas globulares son las inmunoglobulinas (IgA,
IgD, IgE, IgG e IgM), y las α, β y γ globulinas. Casi todas las enzimas con papeles importantes
en el metabolismo son de forma globular, aśı como las protéınas implicadas en la transducción
de señales en la célula.
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Figura 3.13: Relación entre el número de moléculas obtenido de la amplitud de la función
de correlación y la concentración de la solución. El intervalo de concentraciones entre 2
nM y 30 nM muestra una relación inversamente proporcional entre la concentración y la
cantidad de moléculas en el volumen de observación.

puede expresar en términos de la densidad molecular ρ como:

P =
4

3
π R3

h ρ (3.4)

Como la densidad de las protéınas globulares no vaŕıa demasiado y es del orden
de 0.7 g ml−1 [Jackson 2006], la ec. 3.3 sugiere que D es proporcional a 1/P 1/3.
Con esto, dos protéınas globulares sumergidas en el mismo medio, difieren un
factor dos en D si difieren un factor ocho en su P. Es decir, para que el instru-
mento construido resuelva dos especies moleculares a partir de la medición del
coeficiente de difusión, sus pesos moleculares, deben diferir un orden de magnitud
aproximadamente [Krichevsky et al. 2002].

Intervalo de concentraciones

Para determinar el intervalo de concentraciones accesibles con el sistema cons-
truido se realizaron experimentos de correlación variando la concentración dos
órdenes de magnitud. La Figura 3.13 muestra la cantidad de moléculas calculadas
a partir de la amplitud de la correlación como función de la concentración de sonda
utilizada.

Se analizaron muestras de TMR/agua entre 0.35 nM y 90 nM. La Figura 3.13
muestra que el intervalo de concentraciones adecuado para hacer experimentos
de FCS está entre pocos nM y 100 nM. Por encima de estas concentraciones la
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0 100 200 300 400
0

100

200

300

 

 

In
te

n
s
id

a
d

 [
u

.a
.]

Potencia incidente [W]

Figura 3.14: Relación entre la potencia de entrada y la intensidad colectada para una
muestra de TMR/agua 120 nM. Hasta ∼ 100 µW el comportamiento es lineal, luego
aparecen efectos de fotoblanqueo de la sonda.

cantidad de moléculas en el volumen de observación disminuye las fluctuaciones
relativas. Por debajo del nM la cantidad de fotones con la que contribuye el ruido
de fondo del microscopio es del mismo orden que la cantidad de fotones que pro-
vienen de la fluorescencia y, por lo tanto, la técnica se vuelve poco sensible a las
fluctuaciones de la intensidad.

Potencia incidente

Se estudió el efecto de la potencia incidente sobre la emisión de una muestra
fluorescente. En la Figura 3.14 se observa un comportamiento lineal hasta 100
µW aproximadamente medidos sobre la muestra. Luego, aparece una disminución
de la intensidad colectada probablemente debida a efectos de fotoblanqueo de la
sonda. Fotoblanqueo es un término genérico para todos los procesos que causan
que la señal de fuorescencia desaparezca permanentemente. Aunque en principio
una molécula puede excitarse y desexcitarse un número indefinido de veces, existe
una probabilidad de que la molécula sufra una reacción fotoqúımica que da lugar
a un producto no fuorescente. Se estiman entre 10000 y 40000 ciclos como el
ĺımite para que en una molécula fotoqúımicamente estable ocurra un fotoblanqueo
permanente [Valeur 2001]. Para verificar que el apartamiento de la linealidad en
la Figura 3.14 se debe a efectos de fotoblanqueo, se interrumpió la excitación por
unos segundos y se observó la recuperación inmediata de la intensidad.
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Figura 3.15: Esquema del microscopio confocal, Modelo FV1000 de Olympus.

3.5. Microscopio confocal comercial

El Laboratorio de Microscoṕıas y Microespectroscoṕıas del Departamento de
F́ısica de esta Facultad, adquirió hace dos años un microscopio confocal comercial
FV1000 de Olympus. Un diagrama de este microscopio puede verse en la Figura
3.15. El microscopio tiene tres láseres que proveen de cinco longitudes de onda
de excitación: 458 nm, 488 nm, 514 nm (ĺıneas de un láser de Argón), 543 nm
(He-Ne verde) y 635 nm (diodo). Tiene además tres canales de detección (uno de
los cuales es espectral).

Las ventajas de este equipo con respecto al construido en esta tesis son: que se
puede adquirir una imagen de fluorescencia, y la posibilidad de excitar con diferen-
tes longitudes de onda, incluso simultáneamente. Esto último es una comodidad
importante al momento de evaluar la composición de una región muy pequeña
de la muestra, tema que se discute en el caṕıtulo 5. Sin embargo, tiene dos limi-
taciones importantes. La primera es respecto al sistema de detección. El mı́nimo
intervalo de tiempo de conteo de fotones, ∆T , es de 2 µs. Para una molécula de
TMR en agua a temperatura ambiente cuyo D = 280 µm2/s difundiendo libre-
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parámetro Microscopio construido Microscopio comercial

precio [U$D] ∼ 20 mil ∼ 200 mil

∆T [µs] continuo: desde 0.1 a ∼ 106 discreto: 2, 4, 8, 10, 12.5,
20, 40, 100, 200

λexc [nm] 532 458, 488, 514, 543, 635

Pexc [mW] < 10 < 1

Detectores SPCM AQR13 PMT R6357 Hamamatsu

Observaciones se pueden medir dos colores(∗) se pueden medir dos colores
se pueden medir dos
polarizaciones(∗∗)

Tabla 3.2: Tabla comparativa de los dos sistemas actualmente disponibles para hacer
experimentos de FCS. (∗) : se refiere a medir con dos detectores sintonizados para detectar
diferentes regiones del espectro simultaneamente. Si dos especies de macromoléculas se
marcan con sondas que emiten a distinta longitud de onda, este experimento permite
recuperar la señal de las biomoléculas que se asociaron entre śı, es decir las que están
marcadas con las dos sondas. (∗∗) : se refiere a medir con dos detectores sintonizados para
detectar diferentes polarizaciones simultaneamente. Este experimento se usa para estudiar
movimientos rotaciones de moléculas.

mente en un volumen de observación de sección ω0 = 220 nm, el tiempo medio
de residencia en el volumen de observación es de ∼ 40 µs. En este caso, tomar
datos en intervalos de tiempo de ∆T = 2 µs no es un problema ya que el τc va
a estar determinado por 40/2 datos experimentales. Sin embargo, para estudiar
procesos más rápidos o en volúmenes mas pequeños es imprescindible adquirir da-
tos en intervalos más cortos. La otra desventaja es que como todo equipamiento
comercial, éste es un instrumento de muy dif́ıcil acceso para introducir modifica-
ciones. En conclusión, ambos instrumentos son complementarios. Dependiendo de
las necesidades espećıficas del experimento es más conveniente la utilización de un
instrumento o el otro. En la Figura 3.2 se presentan las principales caracteŕısticas
de cada instrumento.



Caṕıtulo 4

Modelo simplificado para la

función de correlación

El esquema que se propone en esta Tesis para aumentar la resolución espacial de
las técnicas de correlación, se basa en la existencia de campos electromagnéticos
fuertemente intensificados y confinados alrededor de nanoestructuras metálicas.
Estos campos que se originan cuando los electrones del metal entran en resonan-
cia con el campo eléctrico incidente, generan dentro del volumen determinado por
la detección confocal una región con propiedades ópticas diferentes. En esta si-
tuación, el volumen de observación tiene dos contribuciones: una que corresponde
al volumen determinado por la detección confocal y otra que proviene del volu-
men intensificado en las inmediaciones de la nanoestructura. En este caṕıtulo se
presenta un modelo simplificado que permite obtener una solución anaĺıtica para
la función de correlación en el caso de un volumen de observación formado por
dos volúmenes cuyas distribuciones espaciales de intensidad son gaussianas en las
tres dimensiones. Este modelo simplificado permite estudiar la factibilidad de una
configuración de FCS de campo cercano y extraer criterios importantes para el
diseño del experimento.

4.1. Descripción general

Como dijimos anteriormente, en este trabajo se utiliza la intensificación del
campo electromagnético en la proximidad de una NP metálica para aumentar la
resolución espacial de las espectroscoṕıas de correlación. La intensidad de fluores-
cencia colectada en un esquema con estas caracteŕısticas tiene dos contribuciones.
Una proviene del volumen excitado y sin intensificar que corresponde a la detec-
ción confocal, cuya distribución espacial de la intensidad está dada en ec. 2.10, y
la llamaremos volumen limitado por difracción, Vdif . La otra proviene del volumen
intensificado en las inmediaciones de la nanoestructura y la llamaremos volumen
reducido, Vred. Este volumen se puede modelar con mucho detalle, y una descrip-
ción rigurosa será utilizada para la deducción del modelo completo que se describe
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Vred

I01,01,z1

Vdif

I02,02,z2

Figura 4.1: Esquema simplificado de las diferentes regiones presentes en un experimento
como el que se propone para aumentar la resolución espacial de las técnicas de correla-
ción. El volumen limitado por difracción, Vdif , (de parámetros I02, ω02, ωz2), contiene al
volumen reducido, Vred, (de parámetros I01, ω01, ωz1) que aparece como consecuencia de
la interacción resonante de la radiación incidente con la nanoestructura metálica.

en el caṕıtulo 7. Por el momento, se quiere evaluar la factibilidad de un esque-
ma de FCS basado en efectos de campo cercano. Para esto, el volumen reducido
se modela como una región con distribución espacial de la intensidad gaussiana
en los tres ejes. En trabajos anteriores [Qian et al. 1991, Rigler et al. 1993], se
mostró que esta suposición aproxima muy bien el volumen de observación de un
microscopio confocal. Por esta razón, es muy habitual encontrar en la literatura
referirse al volumen de observación como un volumen 3D Gaussiano. La situación
que queremos modelar es la esquematizada en la Figura 4.1, donde las dos regiones
que contribuyen a la intensidad colectada correponden a volumenes 3D Gaussia-
nos. Esta simplificación permite obtener una solución anaĺıtica para la función de
correlación.

4.2. Derivación de la función de correlación para el ca-

so de dos volúmenes 3D Gaussianos concéntricos

La derivación de la función de correlación para la situación donde a la inten-
sidad de fluorescencia colectada contribuyen fotones de dos regiones diferenciadas
y que pueden aproximarse por volúmenes 3D Gaussianos, se puede hacer siguien-
do los pasos desarrollados en el caṕıtulo 2. Donde la distribución espacial de la
fluorescencia colectada está dada por:

pnorm(r) = α e−2 (x2+y2)/ω2
01 e−2 z2/ω2

z1
︸ ︷︷ ︸

Vred

+ e−2 (x2+y2)/ω2
02 e−2 z2/ω2

z2
︸ ︷︷ ︸

Vdif

(4.1)
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El primer término de la ec. 4.1 corresponde a Vred, el segundo término a Vdif

y α = I01/I02 es el factor de intensificación en la intensidad entre los volúmenes.
Reemplazando la ec. 4.1 en la ec. 2.2, y resolviendo anaĺıticamente las integrales
se obtiene la siguiente solución:

G(τ) =
1

〈C〉π3/2
(
αω2

01ωz1 + ω2
02ωz2

)2

[

ω2
02ωz2 g2 +

+ 2
√

8α g12
ω2

01ωz1 ω2
02ωz2

(
ω2

01 + ω2
02

)√

ω2
z1 + ω2

z2

+ α2ω2
01ωz1 g1

]

(4.2)

donde

gi =

(

1 +
4Dτ

ω2
0i

)−1(

1 +
4Dτ

ω2
zi

)−1/2

(4.3)

g12 =

(

1 +
8Dτ

ω2
01 + ω2

02

)−1(

1 +
8Dτ

ω2
z1 + ω2

z2

)−1/2

(4.4)

La expresión 4.2 tiene tres términos. El primer término, independiente de α,
describe la correlación entre las moléculas contenidas en Vdif . Representa la pro-
babilidad de hallar a una molécula en Vdif a t = τ si se encontraba en Vdif a t = 0
y es el único término que aparece si no hay intensificación. El segundo término,
proporcional a α, describe la correlación cruzada entre las moléculas contenidas
en Vdif y en Vred. Representa la probabilidad de hallar a una molécula en Vred a
t = τ si se encontraba en Vdif a t = 0 o viceversa. El tercer término, proporcional
a α2, describe la correlación entre las moléculas de Vred. Representa la probabi-
lidad de hallar a una molécula en Vred a t = τ si se encontraba en Vred a t = 0.
La posibilidad de obtener una solución anaĺıtica de la función de correlación en
el caso de dos volúmenes concéntricos, permite hacer un análisis aproximado de
las condiciones experimentales necesarias para obtener un aumento apreciable en
la resolución espacial de experimentos de correlación. Con el objeto de obtener
parámetros que permitan diseñar el experimento de FCS de campo cercano, en
la siguiente sección se estudia la expresión anaĺıtica obtenida en la ec. 4.2 para
distintos conjuntos de parámetros.

4.3. Análisis de la función de correlación para el caso

de dos volúmenes 3D Gaussianos concéntricos

Un posible inconveniente de la técnica propuesta en este trabajo, consiste en
que la señal proveniente del volumen de colección confocal, Vdif , enmascare la señal
de la zona intensificada, Vred. Para demostrar que se pueden deconvolucionar las
contribuciones de las dos regiones, y para tener una idea previa de los parámetros
de diseño del experimento más importantes, se estudió la función de correlación
resultante con respecto a dos aspectos fundamentales: el factor de intensificación
y el tamaño de Vred en relación a Vdif .
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Figura 4.2: Función de correlación obtenida con la ec. 4.2 para la difusión de molécu-
las a través de un volumen de observación formado por dos volúmenes 3D-Gaussianos
concéntricos en función del factor de intensificación, α. Los parámetros utilizados son: ω01

= 25 nm, ωz1 = 5ω01, para el volumen reducido; y ω02 = 250 nm, ωz2 = 5ω02 para el
volumen limitado por difracción. 〈C〉 = 10 nM, D = 300 µm2/s.

En la Figura 4.2 se muestran las funciones de correlación que se obtienen si hay
una región del espacio reducida con alta intensidad, superpuesta con una región
más extendida y de menor intensidad, y que se dedujo en la ec. 4.2. La relación
de intensidades media entre los volúmenes está determinada por el factor de in-
tensificación, α. Para α = 0, es decir cuando no hay intensificación, la función de
correlación obtenida presenta un único tiempo de correlación que corresponde a la
difusión de las moléculas a través de Vdif (curva verde). En este caso, la función
de correlación resultante es la misma que se obtendŕıa en un experimento de FCS
de campo lejano. Sin embargo, para valores de α no muy altos, se ve que es posible
obtener un tiempo de correlación adicional, más pequeño, que corresponde a la
difusión de las moléculas a través de Vred. Por ejemplo, para α = 30, que significa
un factor de intensificación en el campo menor que 6, la función de correlación
permite visualizar claramente los dos tiempos de correlación difusionales. Estos re-
sultados son muy alentadores dados los bajos factores de intensificación necesarios
para observar el tiempo de correlación correspondiente al volumen reducido.

Dado que con el esquema propuesto es posible distinguir el volumen reduci-
do del volumen limitado por difracción, es razonable pensar en experimentos a
concentraciones mayores a las permitidas por la técnica de FCS de campo lejano.
En la Figura 4.3 se muestra el resultado para un caso realista de una intensifica-
ción de 80 en la intensidad, y una reducción del orden de 1000 en el volumen de
observación. La función de correlación para el experimento de FCS convencional
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Figura 4.3: Funciones de correlación para: en rojo, el esquema de FCS de campo leja-
no (un único volumen, ec. 2.11) y, en azul, el esquema de FCS de campo cercano (dos
volúmenes de observación, ec. 4.2). Los parámetros utilizados son: ω01 = 25 nm, ωz1 =
5ω01, para el volumen reducido; y ω02 = 250 nm, ωz2 = 5ω02 para el volumen limitado
por difracción. 〈C〉 = 150 µM, D = 300 µm2/s y α = 80.

(un único volumen) muestra un tiempo de correlación difusional que corresponde
al tránsito de las moléculas a través del volumen limitado por difracción (curva
roja). Sin embargo, debido a las relaciones señal-ruido y a la estabilidad del sis-
tema experimental (que limita la duración del experimento), es imposible separar
tan pequeña amplitud de correlación de la señal de fondo. En la Figura 2.6(a)
se mostró la dependencia de la función de correlación, con la concentración de la
muestra. En el recuadro insertado se pueden ver las amplitudes de la función de
correlación que van del orden de 0.1 para concentraciones alrededor del nM, a ∼ 2
10−5 para una concentración 150 µM. Una vez más, concentraciones ∼ µM no son
concentraciones accesibles con el esquema tradicional de FCS. Sin embargo, notar
la función de correlación a C = 150 µM, en el esquema de FCS de campo cercano,
ec. 4.2, que se muestra en azul en la Figura 4.3. En este caso, como consecuencia
de la reducción del volumen de observación, además del tiempo difusional corres-
pondiente al tránsito por Vdif es posible obtener el tiempo difusional asociado a
la difusión a través de Vred. La amplitud de la función de correlación es casi un
factor 10 más grande que en el caso tradicional. Esto demuestra que controlando
el factor de intensificación y la relación de tamaños entre los volúmenes, es posi-
ble recuperar procesos que ocurren a concentraciones varios órdenes de magnitud
mayores a las permitidas por la técnica de campo lejano.

En las simulaciones mostradas en las Figuras 4.2 y 4.3, se supuso un Vred mil
veces menor que Vdif . En la Figura 4.4 se estudia cómo cambian las funciones de
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Figura 4.4: Función de correlación obtenida con la ec. 4.2 para la difusión de moléculas
a través de un volumen de observación formado por la superposición de dos volúmenes
3D-Gaussianos concéntricos en función de la relación de tamaño entre los volúmenes,
M = Vdif/Vred, que se indica en cada caso. Los parámetros utilizados son: α = 30, ωz1 =
5ω01, ω02 = 250 nm, ωz2 = 5ω02, 〈C〉 = 10 nM, D = 300 µm2/s, (a): ω01 = 2 nm, (b):
ω01 = 20 nm, (c): ω01 = 25 nm, (d): ω01 = 30 nm, (e): ω01 = 50 nm, (f): ω01 = 200 nm.
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correlación para volúmenes con diferentes relaciones de tamaño, M = Vdif/Vred.
Cuando Vred es tan pequeño que durante el tiempo medio de residencia de una
molécula en Vred la probabilidad de emitir un fotón es baja, la función de co-
rrelación está determinada por un único tiempo de correlación que corresponde
al tiempo de residencia medio de las moléculas en Vdif , Figura 4.4(a). A medida
que se aumenta Vred, hay una zona en la que los fotones provenientes de los dos
volúmenes contribuyen a la correlación. En esa zona se pueden observar dos tiem-
pos caracteŕısticos bien diferentes: uno que corresponde al tiempo de residencia
medio en Vdif (el más largo), y uno más corto que corresponde al tiempo de resi-
dencia medio de las moléculas en Vred, Figura 4.4(b) - (d). Si se sigue aumentando
Vred, las fluctuaciones en este volumen son las que dominan y la correlación pre-
senta nuevamente un único tiempo de correlación que, en este caso, corresponde
al tiempo de residencia media de las moléculas en Vred, Figura 4.4(e). Finalmente,
cuando Vred tiene un tamaño comparable a Vdif el tiempo caracteŕıstico obtenido
corresponde al tiempo de residencia por Vdif , Figura 4.4(f).

En la expresión obtenida para la función de correlación en dos volúmenes, ec.
4.2, se puede ver que el término independiente de α es proporcional a Vdif , mientras
que el proporcional a α2 es proporcional a Vred. Para los casos graficados en la
Figura 4.4, la relación de tamaños vaŕıa entre M = 2106 (Vdif ≫ Vred) y M = 2
(Vdif ∼ Vred). La posibilidad de ver simultaneamente los dos tiempos de correlación
depende unicamente de la relación entre M y α2 (y no de la concentración de
moléculas). Si M y α2 son del mismo orden de magnitud, el contraste entre las
amplitudes de las correlaciones en cada volumen de observación permiten ver los
dos procesos simultaneamente. Si M ≫ α2 el único tiempo que aparece es el que
corresponde a la difusión a través de Vdif , mientras que si M ≪ α2 el único
tiempo que aparece es el que corresponde a la difusión a través de Vred. Cambiar
la concentración, modifica la cantidad de moléculas en ambos volúmenes y, por lo
tanto, no modifica el contraste de los procesos de difusión en cada volumen.
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Caṕıtulo 5

Intensificación de la

fluorescencia en sistemas

h́ıbridos con propiedades

plasmónicas

Los experimentos de FCS de campo cercano que se muestran en este trabajo
utilizan NPs metálicas para confinar el campo electromagnético incidente y con-
seguir con esto un aumento significativo en la resolución espacial. Trabajos pre-
vios sugieren que las moléculas que contribuyen mayoritariamente a la señal de
fluorescencia colectada, son aquellas a pocos nanometros de la superficie de las
NPs [Anger et al. 2006, Bharadwaj et al. 2007, Bharadwaj et al. 2007b]. A dis-
tancias tan pequeñas entre las moléculas y las NPs la interacción entre ambas
empieza a ser importante. Por esta razón, en este caṕıtulo se estudian las pro-
piedades de emisión de sistemas h́ıbridos formados por moléculas fluorescentes a
distancias nanométricas de NPs metálicas. Se analiza el efecto que tienen sobre la
emisión del sistema h́ıbrido la separación NP-molécula; la eficiencia cuántica de
fluorescencia de la molécula, la orientación, las propiedades de absorción y emisión
de la molécula; y el tamaño y la geometŕıa de las NPs.

5.1. Descripción general

La utilización de nanoestructuras metálicas está teniendo cada vez más im-
pacto en áreas como la bioloǵıa y la nanotecnoloǵıa. Se usan como nanobiosenso-
res [Riboh et al. 2004, Yonzon et al. 2004], como sondas para microscopia óptica
de alta resolución [Kalkbrenner et al. 2001], como intensificadores para la detec-
ción de moléculas únicas [Kneipp et al. 1997], y como nanocalentadores locales
[Urban et al. 2009, Urban et al. 2009b, Zharov et al. 2006, Pitsillides et al. 2003].
Las vastas aplicaciones de estas estructuras metálicas se deben principalmente al
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fuerte confinamiento e intensificación del campo electromagnético incidente en la
proximidad de la nanoestructura [Kreibig et al. 1995, Ghosh et al. 2009].

En 1960 el trabajo de Drexhage [Drexhage 1960], y los trabajos de Chance,
algunos años después [Chance et al. 1974, Chance et al. 1975] mostraron por pri-
mera vez que una estructura metálica modifica la emisión de las moléculas fluores-
centes cercanas a la estructura. Observaron que el tiempo de vida de las moléculas
pod́ıa aumentar o disminuir en función de la distancia entre la molécula y la
nanoestructura. A partir de estos descubrimientos muchos grupos se han concen-
trado en su śıntesis y caracterización [Brust et al. 1995, Liz-Marzán et al. 1996,
Srisombat et al. 2008]. Un caso particular de estas nanoestructuras son las na-
nopart́ıculas metálicas, NPs. Las NPs modifican la emisión de moléculas fluo-
rescentes a través de dos mecanismos: por un aumento en la velocidad de ex-
citación, y/o por modificación de la eficiencia cuántica de fluorescencia de la
molécula, φ0. Estos dos mecanismos se pueden controlar a partir del tamaño
[Stranik et al. 2007, Kelly et al. 2003, Link et al. 1999] la forma [Kelly et al. 2003,
Tam et al. 2007, Agio et al. 2007] y el material de la NP; φ0 [Lakowicz et al. 2002,
Lakowicz et al. 2002], la orientación y las propiedades de absorción y emi-
sión de la molécula [Bharadwaj et al. 2007b, Thomas et al. 2004]; la distancia
NP-molécula [Anger et al. 2006, Bharadwaj et al. 2007, Bharadwaj et al. 2007b,
Agio et al. 2007, Cheng et al. 2007, Schneider et al. 2006]; y la constante dieléctri-
ca del medio circundante [Kelly et al. 2003].

Estos descubrimientos motivaron que en los últimos años, se invirtiera mu-
cho esfuerzo en el diseño y la caracterización de sistemas h́ıbridos formados
por moléculas fluorescentes acopladas a NPs metálicas [Lakowicz et al. 2002,
Lakowicz et al. 2002, Stranik et al. 2007, Tam et al. 2007, Thomas et al. 2000].
Se mostró teórica y experimentalmente que, como consecuencia de la disipación
de enerǵıa por parte de la estructura metálica, a distancias pequeñas entre la
molécula y la NP la fluorescencia se inhibe completamente [Anger et al. 2006,
Estrada et al. 2009]. Sin embargo, controlando la separación NP-molécu-
la, la fluorescencia se intensifica [Lakowicz et al. 2002, Schneider et al. 2006,
Kuhn et al. 2006, Cheng et al. 2007, Estrada et al. 2009]. En trabajos previos de
Lakowicz y colaboradores [Lakowicz et al. 2002, Lakowicz et al. 2002], se estu-
dió el efecto de objetos nanométricos desordenados de plata, a los que llamaron
Silver Island Films, SIFs, sobre las propiedades ópticas de moléculas fluorescentes.
En esos trabajos se midieron los espectros de emisión para moléculas con dife-
rentes eficiencias cuánticas de fluorescencia en presencia y en ausencia de SIFs.
Los resultados obtenidos sugieren una intensificación relativa más alta para las
moléculas menos eficientes. Sin embargo, tanto los trabajos experimentales como
teóricos reportados en la literatura describen mayormente el estudio cualitativo
de la dependencia de la intensificación de la fluorescencia.

Nuestro propósito en este caṕıtulo es obtener información cuantitativa que per-
mita el diseño de un sistema h́ıbrido NP-molécula con caracteŕısticas espećıficas.
Por ejemplo, ¿A qué distancia de la NP se debe ubicar una molécula para obte-
ner una intensificación máxima de la fluorescencia?, ¿A qué distancia de la NP se
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Figura 5.1: Esquema simplificado de la polarización inducida en una esfera metálica
como consecuencia de la interacción con un campo eléctrico aplicado.

debe ubicar una molécula para maximizar la cantidad de fotones emitidos por la
molécula antes de fotoblanquearse?, ¿En este caso, cuál es la intensificación espe-
rada?, ¿Cuál es el φ0 óptimo que mejora el contraste entre la región intensificada y
la no intensificada?, ¿Cuál es el tamaño de NP óptimo para experimentos de FCS
que dan un volumen intensificado pequeño, y simultaneamente una señal acepta-
ble?. Con este objetivo, en las próximas secciones se analizan la dependencia de
la intensificación de la fluorescencia o ganancia en el brillo, GB, y la ganancia en
el número de fotones, GP, con la distancia NP-molécula, φ0, y las longitudes de
onda en el máximo de absorción y emisión de moléculas fluorescentes acopladas a
NPs de oro.

5.2. Propiedades plasmónicas de NPs metálicas

Cuando se irradia una NP metálica, el campo eléctrico incidente produce una
excitación colectiva de los electrones de conducción que oscilan coherentemente
con el campo, Figura 5.1. Estos modos de oscilación se llaman plasmones de Mie,
en honor a Gustav Mie quien en 1908 resolvió las ecuaciones de Maxwell para
el problema de una part́ıcula esférica de tamaño arbitrario en presencia de un
campo incidente monocromático [Mie 1908, Kreibig et al. 1995]. Para part́ıculas
de forma arbitraria la resolución de las ecuaciones de Maxwell es muy comple-
ja [Mishchenko et al. 2000]. Salvo para part́ıculas esféricas y elipsoides de revolu-
ción [Asano et al. 1975] no se han obtenido soluciones anaĺıticas de las ecuaciones
de Maxwell. La frecuencia caracteŕıstica de oscilación de los electrones en el metal
depende del material, de la forma y del tamaño de la NP [Kelly et al. 2003]. La Fi-
gura 5.2 muestra cómo se genera una polarización de los electrones de conducción
en la dirección de polarización del haz incidente, si la frecuencia de la radiación
incidente coincide con alguna frecuencia de resonancia de la NP. Estas oscilacio-
nes de los electrones dan lugar a un campo inducido fuertemente intensificado y
confinado cerca de la superficie metálica. Como consecuencia de esto, el campo
local en las vecindades de la estructura tiene una contribución adicional que lo
hace varios órdenes de magnitud mayor que el campo incidente.
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E E

Figura 5.2: Cálculos de la intensificación del campo en las inmediaciones de una NP
esférica de 90 nm de diámetro excitada con una onda monocromática de 540 nm. Figura
tomada de [Masip 2006]

Las propiedades ópticas de las NPs metálicas están caracterizadas por la fun-
ción dieléctrica compleja, ǫ(ω, ζ), que se obtiene de resolver las ecuaciones de
Maxwell y que se puede escribir como:

ǫ(ω, ζ) = εreal(ω, ζ) + i εim(ω, ζ) (5.1)

donde ζ es un parámetro que tiene en cuenta la dependencia con el tamaño
de la estructura. En trabajos recientes se mostró que para part́ıculas esféri-
cas de radio, a, por debajo de ∼ 5 nm los efectos de tamaño son importantes
, [Scaffardi et al. 2005, Scaffardi et al. 2006]. Sin embargo, para part́ıculas más
grandes, la función dieléctrica compleja se aproxima a la constante dieléctrica del
material en volumen ε(ω).

La teoŕıa de Mie [Mie 1908] está basada en la expansión en modos esféricos. La
importancia relativa de los multipolos de orden superior crece con el tamaño de la
part́ıcula. Sin embargo, el modo dipolar es el que domina aún cuando el tamaño
de la part́ıcula sea grande y otros multipolos se hayan excitado. En la Figura 5.3
se muestra, en azul, la sección eficaz de extinción calculada con la expansión de
modos completa de la teoŕıa de Mie y, en rojo, la calculada usando unicamente
el término dipolar. De la Figura 5.3 se ve que la aproximación dipolar es válida
para NPs de tamaño mucho menor que la longitud de onda incidente (régimen
cuasi-estacionario). Para NPs de más de 40 nm de radio es necesario incluir en la
expansión de modos multipolos de orden superior. Por estas razones, para poder
utilizar la aproximación dipolar de la teoŕıa de Mie y la constante dieléctrica del
material en volumen en vez de la función dieléctrica compleja ε(ω) ∼ ǫ(ω, ζ), en
este trabajo se utilizan NPs entre 10 y 40 nm de radio.

Para NPs pequeñas comparadas con la longitud de onda incidente, el campo
eléctrico aplicado se puede considerar constante, y la interacción está gobernada
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Figura 5.3: Sección eficaz de extinción calculada para NPs esféricas de oro. Para NPs de
hasta 40 nm de radio la aproximación dipolar describe razonablemente bien las propiedades
de extinción. Para NPs más grandes es necesario incluir multipolos de orden superior en
la expansión de modos.
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por las ecuaciones de la electrostática. Para obtener el campo alrededor de la
part́ıcula se debe resolver la ecuación de Laplace ∇2ϕ = 0, donde ϕ es el potencial
eléctrico y la relación entre el campo y el potencial está dada por E = −∇ϕ. En
el caso de un campo incidente en la dirección x, aplicando condiciones apropiadas
de borde las ecuaciones quedan:

ϕ =







A r sin θ cos φ r < a
(

−E0 r +
B

r2

)

sin θ cos φ r > a
(5.2)

donde a es el radio de la part́ıcula y A y B son constantes a determinar. Aplicando
condiciones de borde el campo eléctrico afuera de la esfera, Eafuera, queda

Eafuera = E0x̂ − α E0

[
x̂

r3
− 3x

r5
(xx̂ + yŷ + zẑ)

]

(5.3)

donde α es la polarizabilidad de la esfera y x̂, ŷ, ẑ son los versores cartesianos
que denotan posición. El primer término de la ec. 5.3 es el campo eléctrico inci-
dente mientras que el segundo término es el campo eléctrico que aparece como
consecuencia de la polarización de los electrones de conducción. Para una esfera
de constante dieléctrica ε(ω), la solución a la ecuación de Laplace da:

α(ω) = a3 ε(ω) − εm

ε(ω) + 2εm
(5.4)

que coincide con el primer término de la expansión multipolar de Mie
[Born et al. 1975] y que corresponde a la conocida fórmula de la electrostática
para la polarizabilidad de la esfera sumergida en un medio de constante dieléctri-
ca εm, [Lifshitz et al. 1984]. La expresión 5.4 muestra que la polarizabilidad entra
en resonancia cuando ε(ω) = −2 εm.

Para metales, y en particular para oro y plata, la parte real de la constan-
te dieléctrica toma valores negativos para frecuencias en el visible. Esto hace
que la polarizabilidad tenga un denominador resonante, que no se hace cero
porque la constante dieléctrica tiene una parte imaginaria. Esto se puede ver
en los gráficos para oro y plata de la Figura 5.4, reproducidos de la referen-
cia [Johnson et al. 1972].

Como se mencionó anteriormente, otra geometŕıa que tiene solución anaĺıti-
ca y es de fabricación relativamente sencilla son los elipsoides de revolución
[Perez Juste et al. 2005, Murphy et al. 2005, Wang et al. 2006]. Los elipsoides de
revolución tienen tres resonancias plasmónicas que corresponden a la oscilación de
los electrones a lo largo de los tres ejes de la NP. Se pueden sintonizar de manera
más o menos controlada las frecuencias de resonancia cambiando la longitud de los
ejes del elipsoide. La posibilidad que ofrecen los elipsoides de poder sintonizar las
resonancias generó una gran variedad de nuevos métodos de śıntesis para fabricar
part́ıculas elongadas [Al-Sayed et al. 2007, Brioude et al. 2005, Gou et al. 2005,
Jiang et al. 2006, Lee et al. 2005, Murphy et al. 2002, Perez Juste et al. 2004]. En
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Figura 5.4: Constante dieléctrica para el oro y la plata en función de la enerǵıa del
fotón. El ancho de las curvas es representativo del error instrumental. Datos extráıdos
de [Johnson et al. 1972].

el régimen cuasi-estacionario, el problema del elipsoide de semiejes rx, ry, rz,
está resuelto en los libros de texto, y la polarizabilidad en el semieje i está dada
por:

αi(ω) = rxryrz
ε(ω) − εm

εm + [ε(ω) − εm] li
(5.5)

donde el parámetro importante es el factor de depolarización, li, que es un factor
geométrico, que no depende del material y que vale 1/3 en todos los ejes para el ca-
so de una esfera. Consideremos por simplicidad elipsoides de revolución generados
a partir de la rotación de una elipse alrededor del eje mayor (esferoides prolatos)
o menor (esferoides oblatos). Como los esferoides tienen un eje de simetŕıa, so-
lo tienen dos modos de oscilación (el tercero está degenerado). En el caso de un
esferoide prolato rz > rx = ry el factor li está dado por [Lifshitz et al. 1984]:

lx =
1 − e2

2 e3
ln

(
1 + e

1 − e
− 2 e

)

(5.6)

ly = lz =
1 − lx

2
(5.7)

Mientras que para un esferoide oblato rz = rx > ry está dado por
[Lifshitz et al. 1984]:

lz =
1 + e2

e3

(
e − tan−1 e

)
(5.8)

lx = ly =
1 − lz

2
(5.9)
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en ambos casos, el factor de depolarización solo depende de la excentricidad, e

tomada como e =
√

1 − r2
x/r2

z para los esferoides prolatos y e =
√

r2
z/r2

y − 1 para

los esferoides oblatos.

Es sabido que las intensificaciones que se obtienen usando esferoides es mayor
que las que se obtienen a partir de part́ıculas esféricas [Novotny et al. 2007]. Sin
embargo, como consecuencia de la simetŕıa, la utilización de esferoides tiene una
complicación adicional. Las frecuencias de resonancia de los esferoides dependen de
la orientación del campo eléctrico incidente con respecto a la part́ıcula. Es decir los
esferoides se deben orientar (o al menos conocer su orientación) para determinar las
frecuencias de resonancia. En este sentido, las part́ıculas esféricas tienen la ventaja
de ser isótropas. Además se consiguen comercialmente en distintos tamaños y con
diferentes propiedades de funcionalización [Ted Pella Inc.]. Por estas razones, en
este trabajo se utilizan NPs esféricas.

5.3. Cálculos de intensificación de la fluorescencia

5.3.1. Descripción general

Existen diversos mecanismos por los cuales las moléculas excitadas retornan
a su estado fundamental. Algunos de ellos, los no-radiativos, no involucran la
emisión de luz. Dentro de estos mecanismos se encuentran la conversión interna,
el cruce intersistemas, las relajaciones vibracionales y el intercambio de enerǵıa con
otras moléculas [Valeur 2001]. En algunas moléculas, existe una probabilidad de
retornar al estado fundamental por la emisión de un fotón, desexcitación radiativa.
La enerǵıa del fotón emitido corresponde a la diferencia entre el estado vibracional
más bajo de S1 y alguno de los estados vibracionales de S0. Este mecanismo se
llama emisión de fluorescencia. A los efectos de las microscoṕıas basadas en la
fluorescencia, es conveniente generar condiciones que favorezcan la desexcitación
radiativa de la molécula. Una manera de cuantificar las desexcitaciones radiativas
con respecto a las no radiativas es usando la eficiencia cuántica de fluorescencia,
que se escribe como:

φ0 =
γ0

rad

γ0
rad + γ0

nr + γ0
fb

(5.10)

donde el supeŕındice “0”indica en ausencia de NPs, γ0
rad y γ0

nr son las constantes
de velocidad de los procesos de desexcitación radiativos y no radiativos intŕınsecos
de la molécula y γ0

fb es la constante de velocidad del proceso de fotoblanqueo de
la molécula.

Habitualmente, la mayoŕıa de los experimentos de fluorescencia se realizan
en entornos en donde las distancias caracteŕısticas son mucho mayores que los
tamaños t́ıpicos de un cromóforo (0.5 - 3 nm). En estos casos se puede considerar
que las moléculas están aisladas y la ec. 5.10 es la que describe la probabilidad de
emisión. La situación cambia cuando la molécula está cerca de una NP metálica. La
oscilación de los electrones en el metal que se decribió en la sección 5.2, intensifica el
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Figura 5.5: Esquema de los caminos posibles de desexcitación para una molécula excitada
en ausencia (arriba), y en presencia (abajo) de una NP metálica.

campo electromagnético en regiones de dimensiones comparables con el tamaño de
la NP lo cual produce un incremento de la velocidad de excitación de las moléculas
próximas a la NP. Además, en las inmediaciones de la NP se introduce un canal
de desexcitación no radiativo adicional, γabs, como consecuencia de la disipación
a través de la NP. Este hecho modifica la eficiencia cuántica de fluorescencia de la
molécula que, en presencia de una NP se escribe como:

φ =
γrad

γrad + γnr + γfb + γabs
(5.11)

que usando la definición de φ0 dada en la ec. 5.10 se puede rescribir como:

φ =
γrad/γ0

rad

γrad/γ0
rad + γabs/γ0

rad + 1−φ0

φ0

(5.12)

donde ahora todas las magnitudes sin supeŕındice“0” indican en presencia de una
NP y donde se supone que la NP no modifica los canales de decaimientos no
radiativos intŕınsecos de la molécula ni los procesos de fotoblanqueo, es decir γnr =
γ0

nr y γfb = γ0
fb. En la Figura 5.5 se muestran esquematicamente los mecanismos

de desexcitación de una molécula en ausencia y en presencia de una NP metálica.

La expresión dada en la ec. 5.12 permite analizar dos casos ĺımite:

(i) Molécula muy fluorescente; φ0 → 1

En este caso la expresión 5.12 se reduce a φ = γrad/(γrad + γabs), es decir el
único canal de desexcitación no radiativo es la interacción con la NP. Con esto,
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la probabilidad de emisión de la molécula disminuye a medida que la interacción
con la NP crece.

(ii) Molécula muy lejos de la superficie de la NP; r ≫ a

En este caso γabs ∼ 0 y γrad ∼ γ0
rad lo que reduce la expresión 5.12 a φ → φ0, es

decir la eficiencia cuántica de fluorescencia de una molécula muy alejada de una
NP, tiende al valor de la eficiencia cuántica en ausencia de NP.

5.3.2. Ganancia en el brillo de las moléculas: dependencia con la

distancia NP-molécula

La velocidad de emisión de una molécula fluorescente, γem, depende de la
velocidad de excitación, γexc, y de la probabilidad de emisión de la molécula:

γem = γexc φ (5.13)

De este modo, la ganancia en el brillo, GB, relativa a la molécula aislada; se
puede expresar como el producto de la ganancia en la excitación, γexc/γ0

exc, y la
ganancia en la eficiencia cuántica de fluorescencia, φ/φ0,

GB =
γem

γ0
em

=
γexc

γ0
exc

φ

φ0
(5.14)

donde GB es función de las frecuencias de excitación y de emisión, ωexc, ωem. En
el caso más general la ganancia en la excitación depende de ωexc mientras que
la eficiencia cuántica de fluorescencia depende de la frecuencia en el máximo de
emisión de la molécula ωem. Sin embargo, para moléculas con un corrimiento de
Stokes pequeño se puede considerar ωexc ∼ ωem [Valeur 2001], simplificando el
cálculo de GB.

De la expresión 5.14 es fácil ver que se puede obtener una ganancia en el bri-
llo ya sea aumentando γexc/γ0

exc, como aumentando φ/φ0. Muchos trabajos en
la literatura demuestran que la fluorescencia de una molécula adsorbida sobre
la superficie de una NP se inhibe completamente, mecanismo que se conoce co-
mo quenching de la fluorescencia, mientras que a algunos nanometros de la NP la
fluorescencia se intensifica apreciablemente [Estrada et al. 2009, Aslan et al. 2005,
Tam et al. 2007, Stranik et al. 2007]. Este comportamiento contradictorio apare-
ce como consecuencia de la competencia entre la intensificación del campo lo-
cal (que aumenta la emisión fluorescente) y la transferencia de enerǵıa a la
NP (que disminuye la emisión fluorescente). Estos mecanismos se han estudia-
do recientemente por el grupo de Lukas Novotny en la Universidad de Roches-
ter [Anger et al. 2006, Bharadwaj et al. 2007]. P. Bharadwaj derivó expresiones
anaĺıticas para la emisión de una molécula fluorescente en función de la distancia
a la superficie de una part́ıcula metálica, y demostró que estas expresiones coinci-
den con resultados más rigurosos basados en cálculos de MMP, Multiple MultiPole
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Method. La contribución de estos trabajos fue de gran importancia en el área, por-
que permitió entender las diferencias que hasta el momento parećıan presentarse
entre trabajos que informaban intensificación y trabajos que informaban inhibición
de la fluorescencia, como consecuencia de la interacción con la NP.

En este caṕıtulo, se utilizan las expresiones del modelo anaĺıtico presenta-
do en [Bharadwaj et al. 2007] para estudiar y optimizar la emisión de moléculas
fluorescentes en las cercańıas de una NP metálica. A su vez, este estudio permi-
tió avanzar en el diseño racional de nuevas sondas fluorescentes que combinan las
ventajas de las sondas preexistentes (pequeñez y biocompatibilidad) con las posi-
bilidades que agrega la interacción con la NP (ganancia en el brillo y en el número
total de fotones emitidos por la molécula).

Cuando una molécula está a pocos nanómetros de una NP, el campo inci-
dente que actúa sobre el momento dipolar de la molécula, µ, es E0(r0, ωexc) +
Eind(r0, ωexc) donde r0 es la posición de la molécula, E0 es el campo incidente
y Eind, el campo inducido. Para una molécula con su momento dipolar alineado
en la dirección de polarización del campo, la ganancia en la excitación se puede
expresar como [Bharadwaj et al. 2007]:

γexc

γ0
exc

=

∣
∣
∣
∣
∣
1 + 2

1

(1 + h
a )3

ε(ωexc) − εm

ε(ωexc) + 2εm

∣
∣
∣
∣
∣

2

(5.15)

donde h es la separación NP-molécula medida desde la superficie de la NP; ε(ωexc),
la constante dieléctrica de la part́ıcula a ωexc; y εm, la constante dieléctrica del
medio circundante.

El término de interacción entre la molécula y la NP, que referido a la emisión
fluorescente constituye un término de pérdidas, L, domina a distancias pequeñas
entre la molécula y la NP, ec. 5.16. En ese caso la superficie de la NP se puede
considerar como una interfase plana y, usando teoŕıa de imágenes, la tasa de
transferencia de enerǵıa a la NP queda [Bharadwaj et al. 2007]:

L =
γabs

γ0
rad

=
3

16
Im

(
ε(ωem) − εm

ε(ωem) + εm

)
1

k3
emh3

µ2
x + µ2

y + 2µ2
z

|µ|2 (5.16)

donde la coordenada z se define como la dirección donde el campo incidente
está polarizado, ε(ωem) es la constante dieléctrica de la part́ıcula en el máximo de
emisión de la molécula y kem es el vector de onda en el medio.

Finalmente, la derivación de la tasa de decaimiento radiativo considera el hecho
de que, en presencia de la NP, el momento dipolar de la molécula cambia de µ a
µ + µinducido. Entonces para una molécula con su momento dipolar alineado en la
dirección de polarización del campo incidente [Bharadwaj et al. 2007]:

γrad

γ0
rad

=

∣
∣
∣
∣
∣
1 + 2

1

(1 + h
a )3

ε(ωem) − εm

ε(ωem) + 2εm

∣
∣
∣
∣
∣

2

(5.17)
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Figura 5.6: Ganancia en el brillo para una molécula cerca de una NP de oro de 40 nm
de radio excitada a 540 nm. (a): ganancia en la excitación, y (b): ganancia en la eficiencia
cuántica de fluorescencia, en función de la distancia entre la molécula y la superficie de la
NP, h. (c): GB calculada como el producto de las Figuras en (a) y (b). Se consideró una
molécula alineada en la dirección de polarización del campo incidente.

Mientras que si la molécula está orientada con su momento dipolar alineado en
la dirección de propagación del campo incidente, la tasa de decaimiento radiativo
queda:

γrad

γ0
rad

=

∣
∣
∣
∣
∣
1 − 1

(1 + h
a )3

ε(ωem) − εm

ε(ωem) + 2εm

∣
∣
∣
∣
∣

2

(5.18)

La Figura 5.6 muestra las contribuciones a GB de la ganancia en la excitación,
Figura 5.6(a), y de la ganancia en la eficiencia cuántica de fluorescencia, Figura
5.6(b), para una molécula con su momento dipolar alineado en la dirección de
polarización del campo incidente y φ0 = 1 en función de la distancia a la superficie
de una NP de oro de 40 nm de radio, irradiada a 540 nm.

Es importante notar que la ganancia en la excitación, ec. 5.15, es máxima para
h = 0, es decir la molécula adsorbida sobre la superficie de la NP. Sin embargo
las pérdidas en el sistema NP-molécula, ec. 5.16, tienden a infinito para h = 0
inhibiendo completamente la ganancia en la eficiencia cuántica de fluorescencia
y, por lo tanto, inhibiendo completamente la emisión de la fluorescencia. Como
resultado de la competencia entre estos dos efectos, se puede observar la inhibición
o la intensificación de la fluorescencia simplemente cambiando la distancia NP-
molécula.

La expresiones dadas en la ec. 5.15 y ec. 5.17 son idénticas. Esta propiedad
ha sido descripta anteriormente [Carminati et al. 1998] y no es una caracteŕıstica
general sino que depende de la orientación de la molécula. Para otra orientación
del momento dipolar de la molécula, las dos expresiones son diferentes como se
muestra en la ec. 5.18. En la Figura 5.6 se supuso una orientación de la molécu-
la en particular. Sin embargo, experimentalmente es muy complicado construir
sistemas h́ıbridos donde la orientación de la molécula se pueda controlar perfec-
tamente. Por esa razón, en la Figura 5.7 se compara GB para dos orientaciones
diferentes con respecto al campo incidente. En ĺınea punteada se muestra el caso
para el cual la molécula está orientada en la dirección de polarización del campo
incidente, y en ĺınea continua, el caso de una molécula orientada en la dirección de
propagación del haz. Para una orientación arbitraria de la molécula se espera un
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Figura 5.7: GB para una molécula cerca de una NP de oro de 40 nm de radio excitada
a 540 nm. En ĺınea punteada se muestra el caso µ//E0 y en ĺınea cont́ınua µ//k.
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Figura 5.8: Eficiencia cuántica de fluorescencia de la molécula en las cercańıas de una
NP, en función de la distancia de separación.

comportamiento acotado por las curvas presentadas en la Figura 5.7. En todos los
casos analizados en este caṕıtulo, salvo que se indique lo contrario, se supone a la
molécula alineada en la dirección de polarización del campo incidente.

5.3.3. Dependencia de GB con φ0

Como se mencionó anteriormente, GB depende de la ganancia en la excitación
de la molécula aśı como de la ganancia en la eficiencia cuántica, ec. 5.14. Una vez
fijada la forma, el material y el tamaño de la NP, la ganancia en la excitación
queda determinada. En ese caso, GB se puede optimizar eligiendo la molécula con
las propiedades adecuadas, es decir la molécula que maximice el término φ/φ0. En
la Figura 5.8 se muestra la dependencia de la eficiencia cuántica de fluorescencia
del sistema NP-molécula para tres valores de φ0 diferentes.

Para una molécula muy fluorescente, φ0 = 1, la aparición de un canal de
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Figura 5.9: GB para moléculas con diferentes eficiencias cuánticas de fluorescencia en
función de la distancia h. (a): El valor máximo para la ganancia en el brillo aumen-
ta dramáticamente para moléculas débilmente fluorescentes. (b): GB normalizado. Para
moléculas débilmente fluorescentes el máximo de intensificación se obtiene más cerca de
la superficie de la NP y la zona intensificada está más restringida.

desexcitación no radiativo, produce una disminución de la eficiencia cuántica de
fluorescencia que es más grande a medida que la transferencia de enerǵıa de la
molécula a la NP se hace más eficiente, Figura 5.8 (a) curva roja. Sin embargo,
para moléculas menos fluorescentes, φ0 = 0.1 en azul, y φ0 = 0.01 en verde, la
aparición de un canal de desexcitación no radiativo adicional y que compite con
los canales de fotoblanqueo, genera una ganancia en la eficiencia de fluorescencia
que es relativamente más grande a medida que φ0 disminuye, Figura 5.8 (b). Este
incremento en el término φ/φ0 es el responsable de la mayor ganancia en el brillo
que tienen las moléculas débilmente fluorescentes con respecto a las altamente
fluorescentes, Figura 5.9 (a).

La Figura 5.9 muestra GB, ec. 5.14 en función de la distancia h y de la efi-
ciencia cuántica de fluorescencia de la molécula aislada, φ0, calculada para una
part́ıcula esférica de oro de 40 nm de radio sumergida en agua y excitada a 540
nm. Las constantes dieléctricas para el oro se extrajeron de [Johnson et al. 1972].
Para distancias de separación pequeñas, se obtiene el efecto de inhibición de la
fluorescencia observado en trabajos previos. Para distancias mayores, hay una re-
gión intensificada cuyo máximo y extensión dependen fuertemente del valor de φ0.
Para φ0 = 1 (ĺınea roja), la señal aumenta con la distancia hasta una distancia
de 20 nm aproximadamente donde la señal comienza a disminuir. Para φ0 = 0.01
(ĺınea verde), la ganancia alcanza su valor máximo a 9 nm de la superficie de la
NP y éste es 40 veces mayor que en el caso de φ0 = 1. Estos resultados permiten
predecir cuál es la distancia que maximiza GB a partir del φ0 de la molécula.
En un trabajo reciente, [Cheng et al. 2007], los autores muestran la fluorescencia
de moléculas de fluorescéına adheridas a NPs esféricas de Ag recubiertas con una
capa de silicio de espesor controlado. Para maximizar la fluorescencia los autores
describen un proceso de recubrimiento de las NPs y posterior análisis de la fluo-
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Figura 5.10: Valor máximo para la ganancia en el brillo (cuadrados llenos) y su posición
desde la superficie de la NP (ćırculos vaćıos) en función de la eficiencia cuántica de fluo-
rescencia de las moléculas aisladas, φ0, calculados para una NP esférica de oro de 40 nm
de radio.

rescencia. Los resultados presentados en la Figura 5.9 son la v́ıa para explicar el
espesor del separador que optimiza la emisión de la molécula. La Figura 5.9(b)
muestra que no solo el valor del máximo GB, sino también la posición y el tamaño
de la región intensificada dependen del valor de φ0 de la molécula. En la Figura
5.10 se muestra el valor máximo para GB y su posición a partir de la superficie
de la NP en función de φ0. Puede verse en la Figura 5.10, que el valor del máximo
GB es con buena aproximación, inversamente proporcional a φ0.

5.3.4. Dependencia de GB y GP con el radio de la NP

Otro parámetro importante de controlar, por ejemplo en experimentos de se-
guimiento de moléculas, es el número total de fotones que se puede extraer de una
molécula antes de su destrucción fotoqúımica (fotoblanqueo) [Enderlein 2002]. La
presencia de la NP en las inmediaciones de la molécula fluorescente no solo per-
mite intensificar la fluorescencia de la molécula (aumentar la cantidad de fotones
emitidos por unidad de tiempo), sino también aumentar la cantidad de fotones
totales emitidos antes de que la molécula se destruya y a esto último es a lo que
llamaremos ganancia en el número de fotones, GP. La ganancia en el número de
fotones emitidos por una sola molécula, se puede expresar como el cociente entre
el número total de fotones emitidos en presencia, n = φ/φfb, y en la ausencia,
n0 = φ0/φ0

fb, de una NP antes de fotoblanquearse, donde,
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φ0 =
γ0

rad

γ0
rad + γ0

nr + γ0
fb

(5.19)

φ =
γrad

γrad + γabs + γnr + γfb
(5.20)

φ0
fb =

γ0
fb

γ0
rad + γ0

nr + γ0
fb

(5.21)

φfb =
γfb

γrad + γabs + γnr + γfb
(5.22)

Usando las expresiones 5.19 a 5.22 se puede mostrar que n = φ/φfb = γrad/γfb

y n0 = φ0/φ0
fb = γ0

rad/γ0
fb. Luego, suponiendo que la NP no modifica la velocidad

de fotoblanqueo, es decir γfb = γ0
fb, se obtiene:

GP =
γrad

γ0
rad

(5.23)

La Figura 5.11 muestra la dependencia de GP con la variable adimensional h/a
para una molécula orientada en la dirección de polarización del campo incidente.
A distancias NP-molécula menores que el radio de la NP, aparece una ganancia
en la cantidad total de fotones emitidos por la molécula. Una molécula separada
de una part́ıcula de oro esférica una distancia h = a/100, emite en total 30 veces
más fotones que los que emite la molécula aislada. Si bien para valores de h → 0
el decaimiento no radiativo aumenta via una transferencia de enerǵıa a la NP, ec.
5.16, este mecanismo no destruye a la molécula con lo que no afecta el término
GP. Luego, para valores de h → 0, GP alcanza su valor máximo, que para una
molécula orientada en la dirección de polarización del campo es:

GP →
∣
∣
∣
∣
∣

3 ε(ωem)

ε(ωem) + 2εm

∣
∣
∣
∣
∣

2

(5.24)

mientras que para una molécula orientada en la dirección de propagación del haz
es:

GP →
∣
∣
∣
∣
∣

3 εm

ε(ωem) + 2εm

∣
∣
∣
∣
∣

2

(5.25)

La Figura 5.12 muestra la variación del máximo GB (en cuadrados) y su po-
sición con respecto a la superficie (en ćırculos), con el tamaño de la NP para dos
valores de φ0. Se puede ver que variaciones en el tamaño de las NPs dentro del
10 %, que es la dispersión t́ıpica de tamaños en una muestra comercial de part́ıcu-
las esféricas [Ted Pella Inc.], no involucran grandes variaciones en la posición del
máximo. No ocurre lo mismo con el valor del máximo GB donde para moléculas
de φ0 = 0.01, Figura 5.12(b) un cambio en el radio de las NPs de un factor 10
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Figura 5.11: GP en función de la distancia a la superficie de la NP normalizada al valor
del radio.

produce un cambio en el valor del máximo GB de un factor 100. Por último, vale
notar que a medida que aumenta φ0, es necesario usar NPs más grandes para
tener una ganancia en el brillo. Mientras que para moléculas de φ0 = 0.01 (Figura
5.12(b)) no hay intensificación de la emisión para NP de a < 6 nm, en el caso de
moléculas con φ0 = 0.1 (Figura 5.12(a)) la intensificación de la emisión aparece
para NP de a > 13 nm.

El caso de moléculas muy fluorescentes es un poco diferente. Ya se discutió en
la sección 5.3.3 que estas moléculas son menos eficientes en términos de inten-
sificación. En la Figura 5.13 se ve además que con estas moléculas es imposible
obtener GB > 1 para NPs de radio a < 35 nm.

5.3.5. Dependencia de GB y GP con λ

En la Figura 5.14 se muestran los cálculos para la ganancia en brillo, GB, ec.
5.14 en azul; en negro las pérdidas en el sistema, L, debidas al camino no radiativo
adicional introducido por la presencia de la NP, ec. 5.16; y en rojo la ganancia en
el número de fotones, GP, ec. 5.23; para una molécula débilmente fluorescente, φ0

= 0.01, inmersa en agua a 1 y 10 nm de la superficie de la NP.

En la Figura 5.14(a) se puede observar que el valor máximo para GB y el valor
máximo para GP están bien separados. Este es el caso en el que las pérdidas do-
minan ampliamente la desexcitación de la molécula. Para NPs esféricas, mientras
que el máximo para GB (∼ 2) está en 650 nm, el máximo para GP (∼ 30) ocurre
en 525 nm. Este resultado muestra que, dependiendo de la aplicación, se puede
elegir la molécula cuya longitud de onda en el máximo de emisión optimice la
caracteŕıstica deseable del sistema. No obstante, es importante notar que incluso
para las moléculas que maximizan GB, se obtiene una ganancia de alrededor de
15 en GP. Es decir que debido a la presencia de la NP, la molécula va a emitir
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Figura 5.12: Valor máximo para la ganancia en el brillo (cuadrados) y su posición desde
la superficie de la NP (ćırculos) en función del radio de la NP. (a): Para moléculas de φ0

= 0.1, (b): Para moléculas de φ0 = 0.01



5.3. CÁLCULOS DE INTENSIFICACIÓN 67
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Figura 5.13: GB para una molécula de φ0 = 1 para distintos valores de radio de NP.

15 veces más fotones que en el caso de la molécula aislada. En la Figura 5.14(b)
se muestra el caso donde la desexcitación de la molécula está más o menos balan-
ceada entre procesos radiativos y procesos de transferencia de enerǵıa a la NP. En
este caso, una molécula que emite con su máximo alrededor de 530 nm maximiza
simultáneamente GB y GP. Se obtienen GB más altos (∼ 80 en el máximo) y GP
más pequeños (∼ 12 en el máximo).

Como GP depende de la forma y del material de la NP (depende de la pola-
rizabilidad y de la constante dieléctrica del material) mientras que el término de
pérdidas depende únicamente del material, es posible separar el término radiativo
del término disipativo cambiando la geometŕıa de la NP y, como consecuencia de
esto, aumentar GB aún más. Esto es lo que se estudia en la próxima sección.

5.3.6. Dependencia de GB con la geometŕıa de la NP

La Figura 5.15 muestra el término radiativo y el de transferencia a la NP
para dos part́ıculas de diferente geometŕıa. En el caso de una NP esférica, Figura
5.15(a), el término de pérdidas domina sobre el radiativo hasta una separación
entre la molécula y la NP de 30 nm. En cambio para una NP elipsoidal, Figura
5.15(b), el término de pérdidas y el radiativo son comparables a una separación de
7 nm. En este caso, notar el cambio de escala, el término de pérdidas es el mismo
que en el caso de la Figura 5.15 (a) para la esfera ya que este término no depende
de la forma de la estructura.

La Figura 5.16 muestra en ĺınea negra el término de pérdidas y en colores
el término radiativo para esferoides con las relaciones de aspecto indicadas en
la figura. Para una mejor comparación también se incluye el caso de la esfera.
Para esferoides de relación de aspecto M = 5, se predice GP 105 veces mayor con
respecto a la molécula aislada. A este ĺımite se puede llegar siempre y cuando las
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Figura 5.14: Cálculo de la ganancia en el número de fotones, GP, (ćırculos rojos), ganan-
cia en el brillo, GB, (cuadrados azules), y el término de pérdidas, L, (ĺınea llena negra),
para una molécula de φ0 = 0.01 inmersa en agua como función de la longitud de onda en
el máximo de emisión de la molécula. (a): a 1 nm de la superficie de la NP, (b): a 10 nm
de la superficie de la NP.
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Figura 5.15: Tasas de decaimiento radiativa (ĺınea llena) y de transferencia de enerǵıa
a la NP (ĺınea punteada), en función de la separación NP-molécula para NPs de dos
geometŕıas diferentes. (a): una esfera, (b): un esferoide de M = rz/rx = 4.
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Figura 5.16: Cálculos del término de pérdidas, ec. 5.16 en linea llena negra; y de la
ganancia en el número de fotones, ec. 5.23 en śımbolos de colores, para esferoides de oro
de semiejes según los indicados en la Figura.
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v́ıas de degradación que hasta acá se despreciaron y que limitan el número de
fotones emitidos no sean importantes. No obstante es interesante esta predicción
ya que abre perspectivas y orienta en la dirección para mejorar el desempeño.

Es importante notar que la separación del término radiativo y el disipativo que
se obtiene para los esferoides y que estamos describiendo en esta sección, genera
un aumento en GB que no es consecuencia de un cambio en la tasa de excitación
(fenómeno ya descripto por otros autores) sino que aparece como consecuencia de
separar el término radiativo del disipativo.

Resumiendo, hasta el momento se demostró que el aumento en el brillo de
los sistemas h́ıbridos formados por moléculas fluorescentes y NPs metálicas es
fuertemente dependiente de la separación NP-molécula y de la eficiencia cuántica
de fluorescencia de las moléculas, Figura 5.9. Los cálculos utilizando moléculas
fluorescentes de diferentes φ0 demuestran que hay un mayor aumento en la emisión
fluorescente para las especies de bajos φ0. Además, la extensión espacial de la
región realzada se reduce mientras que φ0 disminuye, Figura 5.9. Se estudió el
efecto del tamaño de las NPs en la emisión del h́ıbrido y se demostró que para NPs
más grandes se obtienen valores de GB más altos, Figura 5.12. Se estudió el efecto
que las caracteŕısticas espectrales de la molécula tienen en la emisión del sistema
h́ıbrido. Se demostró que regulando la separación NP-molécula se pueden conseguir
sistemas que maximicen GB y GP simultáneamente o independientemente, Figura
5.14. Se estudió el efecto que la geometŕıa de la NP tiene sobre la emisión del
sistema h́ıbrido. Para h́ıbridos basados en esferoides se demostró que además del
aumento en la tasa de excitación, la separación del término radiativo (que depende
de la geometŕıa de la NP) con respecto al término de pérdidas (que no depende
de la geometŕıa), produce un dramático aumento de GB que alcanza valores del
orden de 105 para esferoides de relación de aspecto M = 5, Figura 5.16.

En la próxima sección se realizan algunos experimentos desde el punto de vista
estático, que demuestran el aumento del contraste en la emisión de la fluorescencia
al usar NPs como consecuencia del aumento en GB.

5.4. Experimentos de intensificación de fluorescencia

En esta sección se muestran los experimentos realizados para probar las pre-
dicciones de la Figura 5.9. Para una descripción más detallada se separa a los
experimentos en tres etapas; i) inmovilización de las NPs sobre cubreobjetos, ii)
determinación de una única NP de oro, iii) adquisición de las imágenes de fluores-
cencia.

5.4.1. Inmovilización de las NPs sobre cubreobjetos

En un recipiente limpio se sonicaron cubreobjetos en agua Mili-Q durante 20
minutos. Se renovó el agua del recipiente y se volvió a sonicar por 20 minutos
más. Luego se los sumergió durante 10 segundos en HF 5 % y se los enjuagó con
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Figura 5.17: (a): Imagen SEM de las NPs utilizadas en este trabajo tomada en el Centro
de Microscoṕıas Avanzadas, FCEN, por Silvio Ludueña. (b): Estad́ıstica de la distribución
de tamaños realizada sobre 90 NPs. El diámetro medido es (0.085 ± 0.007) µm.

abundante agua Mili-Q. Se los dejó en cámara cerrada hasta que se secaran com-
pletamente. Sobre el cubreobjetos seco se incubó 100 ml de una solución 1:50 en
agua de Polietilenimina (de 50KDa) 2 % peso/peso (PEI; Aldrich) durante 5 mi-
nutos, y luego se enjuagó tres veces con agua Mili-Q. El objetivo de esta etapa es
cambiar la carga superficial al cubreobjetos de manera de favorecer una interacción
electrostática con las NPs que permita fijarlas. Una vez funcionalizados y secos se
incubó 50 µl de una solución comercial de NPs de oro de 40 nm de radio nominal
(Ted Pella, USA) y concentración 1.1 x 1010 part́ıculas/mL durante 5 minutos. La
Figura 5.17 muestra una imagen de microscoṕıa electrónica de barrido, SEM, de
las NPs utilizadas.

Finalmente se lavó con abundante agua Mili-Q y se guardó en caja cerrada
para su posterior uso. Con este protocolo la cobertura final es aproximadamente de
0.1 nanopart́ıculas/µm2. La Figura 5.18 muestra algunos ejemplos de las muestras
constrúıdas.

5.4.2. Ubicación y caracterización de una única NP de oro

Con las muestras preparadas el paso que sigue es identificar las NPs. Como
se mencionó anteriormente, la óptica de campo lejano está limitada por la difrac-
ción de la luz empleada para iluminar. Por esta razón, con un microscopio óptico
convencional los objetos de tamaño mucho menor que la longitud de onda de ex-
citación aparecen en la imagen con el tamaño de la PSF del microscopio. Si bien
en las imágenes de la Figura 5.18 hay una diferencia de contraste notoria, solo con
la imagen de transmisión no se puede asegurar que todos los puntos oscuros son
la imagen de una NP. Para confirmar el origen de cada uno de los puntos oscuros
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2 m

Figura 5.18: Imágenes de transmisión t́ıpicas para las muestras de NP de oro adsorbidas
sobre un cubreobjetos. Las imágenes fueron tomadas excitando a 543 nm. La separación
entre NPs vecinas permite con alta probabilidad eliminar la existencia simultánea de dos
NPs en un volumen de observación limitado por difracción.

en la imagen de transmisión, se usaron dos métodos. El primer método utiliza el
espectro de extinción de las NPs. Como la posición y la forma del espectro de ex-
tinción son fuertemente dependientes del material y del tamaño de las part́ıculas,
esta medida es una “huella digital” de la NP. En la Figura 5.19 comparamos el
espectro de extinción de una suspensión de las mismas NPs que utilizamos para
preparar las muestras, medido en un espectrofotómetro, con la extinción medida
sobre un punto oscuro de las imágenes de transmisión usando las cinco longitudes
de onda de excitación disponibles en el microscopio. La coincidencia de los espec-
tros de extinción medidos sobre uno de los puntos oscuros y sobre la suspensión
de NPs confirma que en la región de la muestra analizada hay efectivamente una
NP esférica de oro de ∼ 40 nm de radio.

El segundo método para la ubicación de una NP en la imagen de transmisión
usa la intensidad de transmisión obtenida excitando la muestra con dos longitudes
de onda diferentes. Mientras que el oro extingue fuertemente la luz en el verde, las
impurezas lo hacen mayoritariamente en el azul (dispersión Rayleigh). La Figura
5.20 muestra dos ejemplos sobre dos regiones diferentes. En la Figura 5.20(a) un
punto oscuro aparece en la imagen de transmisión tomada excitando a 488 nm
y no aśı al excitarla en 543 nm. Este es un ejemplo en donde el punto oscuro
corresponde a una impureza. En el caso (b), en cambio, el punto oscuro aparece
en las dos imágenes. El mı́nimo de transmisión pasa del 85 % en el azul, al 62 % en
el verde. Esto es consistente con una absorción preferencial en la región espectral
del plasmón del oro.
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Figura 5.19: Espectros de extinción medido con en un espectrofotómetro para una sus-
pensión de las mismas NPs que se usaron para armar las muestras de microscoṕıa (ĺınea
llena) comparadas con la extinción de una única NP calculada a partir de la imágenes de
transmisión obtenidas usando los cinco láseres disponibles en el microscopio (puntos).

5.4.3. Adquisición de las imágenes de fluorescencia.

En la Figura 5.21 se muestran imágenes de transmisión y sus correspondien-
tes imágenes de fluorescencia adquiridas simultáneamente y en exactamente las
mismas condiciones de excitación. Las muestras utilizadas son soluciones 1 µM de
Rodamina B/agua, Figura 5.21(a, b), y de Rosa de Bengala/agua, Figura 5.21(c,
d), sobre cubreobjetos preparados y caracterizados según las secciones 5.4.1 y
5.4.2.

Como las soluciones son homogéneas y los puntos brillantes que se observan
en la Figura 5.21 se dan solamente en la posición de las NPs, o bien las NPs o
alguno de sus modificadores superficiales fluorescen, o bien la emisión fluorescente
en la región cercana a las NPs está fuertemente realzada con respecto al resto del
volumen de observación. Para descartar la fluorescencia de las NPs, en la Figu-
ra 5.22 se muestra una imagen de fluorescencia tomada antes (b), y después (c),
de agregar una gota de Rosa de Bengala en solución. Mientras que la imagen de
transmisión, Figura 5.22(a), muestra seis NPs en la región observada, en la señal
de fluorescencia recién aparecen luego de agregar la solución. Este experimento
demuestra que las NPs no fluorescen y, por lo tanto, la fuerte emisión fluorescen-
te que se observa en las muestras de Rosa de Bengala son consecuencia de una
intensificación de la emisión que se da únicamente en las cercańıas de las NPs.

Para cuantificar el contraste entre las intensidades de fluorescencia de las re-
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Figura 5.20: Perfiles de la señal de transmisión sobre una posible NP obtenidos a partir
de las imágenes ópticas excitando en resonancia con el plasmón (543 nm, en ĺınea verde)
y fuera de la resonancia (488 nm, en ĺınea azul). (a): La flecha identifica una impureza
sobre el sustrato, (b): La flecha identifica una NP sobre el sustrato.
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Figura 5.21: Imágenes de fluorescencia (izq.) y de transmisión (der.) para dos muestras
de φ0 distintos. (a, b) Rodamina B en agua, concentración 1 µM y φ0 = 0.4; (c, d) Rosa
de Bengala en agua, concentración 1 µM y φ0 = 0.02.

(a) (b) (c)

Figura 5.22: Imagenes confocales para un solución de Rosa de Bengala en agua sobre
cubreobjetos preparados con NPs de oro de 40 nm de radio. (a): la imagen de transmisión
muestra seis NPs, (b): imagen de fluorescencia obtenida antes de poner la solución de
Rosa de Bengala, (c): imagen de fluorescencia obtenida después de poner la solución de
sonda.
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giones donde hay y donde no hay NPs, en la Figura 5.23 se muestran los perfiles
de intensidad obtenidos para las soluciones de Rodamina B en agua (en azul), y
de Rosa de Bengala en agua (en rojo), en ambos casos calculados sobre una NP
(ĺınea punteada de la Figura 5.21). El contraste en la emisión de fluorescencia que
se muestra en la Figura 5.21 también se pone de manifiesto en la Figura 5.23.
Mientras que para la solución de Rodamina B (en ĺınea azul) la emisión es cons-
tante e igual a 203 ± 31 u.a, para la solución de Rosa de Bengala (en ĺınea roja)
se observa un aumento de un factor 15 de la intensidad máxima en la posición
de la NP con respecto al valor de la intensidad en una región donde no hay NPs.
El ajuste por una función gaussiana del perfil de intensidad de fluorescencia pa-
ra la solución de Rosa de Bengala se muestra en ĺınea negra. El ajuste muestra
que el ancho a mitad de altura es de 223 ± 6 nm que se correponde con la PSF
del microscopio usando un objetivo de NA = 1.35 y un excitación a λexc = 543
nm. La intensidad de fondo promedio se determinó a partir de un histograma de
la intensidad de fluorescencia colectada sobre una region sin NPs. Los resultados
obtenidos fueron 203 ± 31 u.a y 9 ± 6 u.a para las soluciones de Rodamina B
y Rosa de Bengala respectivamente. Es decir, sin tener en cuenta los efectos de
intensificación, la emisión de Rodamina B es aproximadamente 20 veces más alta
que la emisión de Rosa de Bengala.

Para comparar con los resultados obtenidos experimentalmente se estimó la
intensidad de fluorescencia esperada a partir del brillo de las soluciones. En este
caso, el brillo se calcula como el producto de la eficiencia cuántica de emisión
por el coeficiente de extinción molar a la longitud de onda de excitación, ελ. A
543 nm, ε543 vale 105800 M−1cm−1 y 40800 M−1cm−1 para Rodamina B y para
Rosa Bengala respectivamente. Teniendo en cuenta φ0 = 0.4 y φ0 = 0.02 para las
eficiencias cuánticas de emisión de Rodamina B y Rosa Bengala respectivamente se
obtiene un brillo relativo de 50 que es del orden del obtenido en los experimentos.
El factor dos entre el valor teórico y el experimental se puede deber a diferencias
en las eficiencias cuánticas de emisión, especialmente para la Rosa de Bengala en
donde la la eficiencia cuántica de emisión es muy baja.

5.4.4. Experimentos de fotoblanqueo de la muestra

Para confirmar que la fuerte emisión en la Figura 5.21 (c) se debe a moléculas
de algún modo adheridas a la superficie de la NP, se hizo un experimento de
fotoblanqueo. El experimento consiste en irradiar continuamente una NP durante
80 s, utilizando 40 µW de un láser verde linealmente polarizado. La Figura 5.24(a),
muestra la situación previa a la irradiación. En la Figura 5.24(b) se muestra la
evolución temporal de la intensidad colectada durante la irradiación. La curva no
muestra ninguna evidencia de decaimientos discretos causados por el fotoblanqueo
de moléculas individuales lo que sugiere que hay una gran cantidad de moléculas
adheridas a la superficie de la NP cuya fluorescencia se apaga por completo en
algunos segundos. Luego, la intensidad permanece constante. En (c) se ve que la
intensificación de la fluorescencia desapareció por completo en la zona irradiada.
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Figura 5.23: Perfiles de la intensidad de fluorescencia obtenidos para soluciones 1 µM
de Rodamina B en agua, φ0 = 0.4 (en linea azul), y Rosa de Bengala en agua, φ0 = 0.02
(en linea roja). En los dos casos los perfiles se trazaron sobre una NP. Mientras que para
la solución de Rodamina B la emisión es constante, para la solución de Rosa de Bengala
se muestra una diferencia de intensidades de alrededor de 15 entre la región cercana y la
región alejada a una NP. En ĺınea negra se muestra el ajuste del perfil por una función
gaussiana de ancho a mitad de altura de 223 ± 6 nm. La intensidad de fondo promedio
se determinó a partir de un histograma de la intensidad de fluorescencia colectada sobre
una region sin NPs. Los resultados obtenidos fueron 203 ± 31 u.a. y 9 ± 6 u.a. para las
soluciones de Rodamina B y Rosa de Bengala respectivamente.
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Figura 5.24: Imágenes de fluorescencia para una muestra de Rosa de Bengala en 80 %
glicerol en agua sobre una muestra con NPs inmovilizadas. (a): control antes de irradiar,
(b): variación temporal de la intensidad de la zona iluminada (c): después de irradiar.
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Resumiendo, en este caṕıtulo se demostró que el aumento en el brillo de molécu-
las en las cercańıas de NPs metálicas es fuertemente dependiente de la eficiencia
cuántica de fluorescencia de las moléculas bajo estudio. Los cálculos y las observa-
ciones experimentales utilizando moléculas fluorescentes de diferentes φ0 demues-
tran un mayor aumento en la emisión fluorescente para las especies débilmente
fluorescentes. Desde el punto de vista teórico se demostró que la extensión espa-
cial de la región realzada se reduce mientras que φ0 disminuye. Este resultado es
consistente con nuestros resultados para experimentos de FCS en volúmenes re-
ducidos (ver caṕıtulo 7) [Estrada et al. 2008, Estrada et al. 2009b]. Por otra parte
se mostró que también es posible aumentar el número total de fotones emitidos
por una sola molécula antes de destruirse. Con todas estas herramientas, es posi-
ble determinar a priori los parámetros geométricos y constitutivos de la NP que
permiten optimizar al sistema h́ıbrido para una aplicación en particular. A modo
de ejemplo, la capacidad de registrar la fluorescencia de moléculas de bajo φ0,
por ejemplo fluorescencia intŕınseca de especies que generalmente son considera-
das no fluorescentes, podŕıa ser relevante en problemas de bioloǵıa molecular. Por
otra parte, la capacidad de extraer más fotones de una molécula antes de foto-
blanquearse es una caracteŕıstica muy interesante de explorar en experimentos de
seguimiento de part́ıculas.



Caṕıtulo 6

Función de correlación

modificada por una superficie.

En experimentos de FCS, la presencia de una superficie dentro o cerca del
volumen de observación modifica apreciablemente las curvas de correlación
[Fradin et al. 2003]. Como los experimentos de FCS intensificado que se presen-
tan en el caṕıtulo siguiente se hacen usando NPs adheridas a un cubreobjetos, es
importante caracterizar este efecto. En este caṕıtulo se mide la modificación de
las curvas de correlación con la posición de una superficie plana con respecto al
volumen de observación, y con la carga de dicha superficie. Se analiza el cambio en
la función de correlación para el caso difusional cuando el volumen de observación
está parcialmente obstruido por una superficie o cuando esta se ubica cerca del
volumen de observación. También se analiza el efecto de la adsorción de la sonda
sobre la superficie.

6.1. Descripción general

En general, en un experimento de FCS in vitro, la muestra es homogénea y
el volumen de la muestra (de tipicamente algunas decenas de µl) es mucho más
grande que el volumen de observación del microscopio (∼ 1 fl). En esos casos
los experimentos se realizan ubicando el volumen de observación en el seno de
la solución a estudiar como se esquematiza en la Figura 6.1(d). Con esta simple
precaución se evitan las interacciones entre las moléculas y la superficie que son
las que modifican la función de correlación. Sin embargo, no siempre es posible
realizar el experimento de esta manera. En experimentos en células, puede ser
necesario por ejemplo, estudiar regiones de la membrana celular o cercanas a
ella. En un trabajo previo, Fradin y colaboradores estudiaron el efecto sobre la
curva de correlación que tiene una superficie cerca del volumen de observación
[Fradin et al. 2003].

Los experimentos de FCS intensificado que se proponen en este trabajo, y que
se presentan en el próximo caṕıtulo, se hacen usando NPs adheridas a un cubreob-
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z

(d)(a) (b) (c)

Figura 6.1: Esquema del experimento de FCS cerca de una superficie. (a): la superficie
limita el volumen de observación, (b y c): el volumen de observación se sumerge cada
vez más dentro de la solución, (d): volumen de observación en el seno de la solución y
lejos de la superficie. En este esquema la ĺınea llena horizontal es una de las caras de un
cubreobjetos. Estricatmente hablando hay que tener en cuenta que el espesor nominal de
un cubreobjetos tradicional (número 1) es de entre 150 y 170 µm.

jetos. Por esta razón, para hacer una correcta interpretación de los experimentos,
es importante caracterizar el efecto que la cercańıa de una superficie tiene sobre
la curva de correlación. Para estudiar este efecto, se hicieron los experimentos
que se describen en la sección 6.2 y los resultados se analizaron a partir de dos
interpretaciones diferentes que se presentan en las secciones 6.2.1 y 6.2.2.

6.2. Experimentos

Se hicieron experimentos que estudian la dependencia de las curvas de corre-
lación con respecto a dos caracteŕısticas importantes del problema: la posición
del volumen de observación respecto a la superficie, y la carga superficial del cu-
breobjetos. Todos los experimentos que se muestran en este caṕıtulo se hicieron
usando una gota de una solución de TMR C = 18 nM en agua, directamente de-
positada sobre un cubreobjetos. En la Figura 6.2 se muestran, a modo de ejemplo,
dos curvas de correlación (correspondientes al promedio de 500 experimentos cada
una) obtenidas sobre el mismo cubreobjetos pero donde el volumen de observa-
ción se ubicó en dos posiciones de la muestra. La posición relativa del volumen
de observación con respecto a la superficie también se muestra en la Figura 6.2.
Como consecuencia de la presencia de la superficie se pueden observar claramente
dos efectos: un cambio en la amplitud de la correlación, asociado a un cambio en
el número medio de moléculas en el volumen de observación, y un cambio en la
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Figura 6.2: Funciones de correlación de una solución de TMR/agua C = 18 nM sobre
la superficie del cubreobjetos (en cuadrados llenos negros), y a 1 µm de la superficie
(en ćırculos vaćıos rojos). Más adelante en este caṕıtulo se muestra que tener el centro
del volumen de observación a 1 µm de la superficie es equivalente a que el volumen
esté completamente sumergido en la solución.

dependencia temporal que refleja algún tipo de interacción1 de las moléculas con
la superficie. Para estudiar este efecto más sistematicamente, se realizaron expe-
rimentos variando la posición del volumen de observación de manera controlada.

El experimento es análogo al que se mostró previamente. Primero, se deposita
∼ 45 µl de la solución de TMR en agua. Luego, el volumen de observación se ubica
de manera que la superficie del cubreobjetos quede centrada con respecto al eje
mayor del volumen de observación, Figura 6.1(a). Para centrar el cubreobjetos se
usa el efecto de aumento de intensidad debido a las moléculas adsorbidas sobre la
superficie del cubreobjetos, descripto en la sección 3.3.2 y mostrado en la Figura
3.8. Finalmente se realizan mediciones cada 50 nm avanzando con el volumen de
observación cada vez más adentro de la solución, Figuras 6.1(b) y (c).

Este experimento se realizó con cubreobjetos tratados de dos maneras diferen-
tes. En el primer caso el cubreobjetos se lavó con HF al 5 % durante 10 s y luego
se lo enjuagó con abundante agua Mili-Q. Este procedimiento aumenta la carga
superficial negativa propia del cubreobjetos. En el segundo caso, el cubreobjetos
se trató con una solución de Polietilenimina (PEI; Aldrich) durante 5 minutos co-
mo se describió en la sección 5.4.1.Este procedimiento cambia la carga superficial
del cubreobjetos, quedando esta ahora con un valor positivo. Los resultados de
las funciones de correlación medidas para ambas superficies se muestran en las
Figuras 6.3(a) y 6.3(b), respectivamente.

1El término interacción se usa en el sentido amplio de la palabra, ya sea para describir una
reacción qúımica o simplemente una reflexión de las moléculas en la superficie.
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Figura 6.3: Funciones de correlación de una solución de TMR/agua C = 18 nM, lejos
de la superficie (valores altos de z), y cerca de la superficie (valores chicos de z). (a):
sobre vidrio tratado con HF y lavado, (b): sobre un vidrio tratado con HF, lavado y luego
cubierto con PEI.
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Figura 6.4: Experimentos de correlación realizados con la superficie de un cubreobjetos
centrada en el volumen de observación (a), y la superficie muy alejada del volumen de
observación (b). En ambos casos el ajuste realizado corresponde a un modelo que considera
un único tiempo de correlación difusional, ec. 2.11. La superficie es un cubreobjetos tratado
con HF.

Una simple inspección de los resultados obtenidos en la Figura 6.3 muestra
que el comportamiento de la función de correlación no sólo depende de la posición
de la superficie, efecto que ya se hab́ıa observado en la Figura 6.2, sino también
de la carga superficial del cubreobjetos. Para hacer un análisis cuantitativo de los
resultados, las curvas de correlación obtenidas en las Figuras 6.3(a) y 6.3(b) se
ajustaron usando un modelo que considera la difusión de una única especie de
moléculas, es decir un modelo que tiene un único tiempo de correlación difusional,
ec. 2.11. Mientras que este modelo ajusta muy bien los experimentos realizados
lejos de la superficie, Figura 6.4(b), no ocurre lo mismo con los experimentos
realizados cerca de la superficie, Figura 6.4(a). Esto se debe a que cuando el
volumen de observación está cerca de la superficie, las curvas de correlación se
ven afectadas por la interacción de las moléculas con la superficie. Para tener
en cuenta esta interacción se proponen dos maneras de analizar los datos: (i):
considerar que cerca de la superficie hay una subpoblación de las moléculas que
difunden con un coeficiente de difusión aparente, Daparente, menor al coeficiente
de difusión de las moléculas lejos de la superficie. Esta interpretación describe el
efecto de la superficie como un enlentecimiento en la difusión de las moléculas
que están cerca de la superficie; (ii): considerar que cerca de la superficie hay una
adsorción-desorción de una proporción de las moléculas con la superficie además
de la difusión a través del volumen de observación.

En general, el hecho de introducir más parámetros mejora el ajuste. Para evitar
un exceso de parámetros libres, y dado que en los experimentos se usó una solución
de una sonda estándar, en todos los ajustes por un modelo que incluye dos tiempos
de correlación (dos tiempos de correlación difusionales en el caso (i), o un tiempo
de correlación difusional mas uno de adsorción-desorción en el caso (ii)), un tiempo
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de correlación difusional se fijó en 46 µs, que corresponde al tiempo de correlación
difusional medido cuando el volumen de observación está en el seno de la solución.
Esto se realizó tanto cuando se usaron dos tiempos de correlación difusionales en el
caso (i), como cuando se usó un tiempo de correlación difusional mas un proceso
de adsorción-desorción en el caso (ii). De este modo, todos los experimentos se
ajustaron por distintos modelos pero en todos los casos los modelos tienen un
único tiempo de correlación como parámetro libre.

6.2.1. Caso (i): dos tiempos de correlación difusionales

En la Figura 6.4(a), se ve claramente que cuando la superficie está cerca del
volumen de observación un modelo difusional con un único tiempo de correlación
no describe los resultados obtenidos. En esta sección, los resultados se analizan
agregando un tiempo de correlación difusional adicional. Es decir, en el volumen
de observación hay dos especies de moléculas. Una especie que difunde con un
coeficiente de difusión D = 280 µm2/s fijo (es decir τdif = 46 µs fijo) y una
segunda especie que difunde con Daparente libre (es decir τdif libre). De este modo
el modelo con dos tiempos difusionales tiene la misma cantidad de parámetros
libres que el modelo con un tiempo difusional. Luego, todos los experimentos de
la Figura 6.3 se ajustaron simultaneamente por el modelo de uno y el modelo de
dos tiempos de correlación difusionales (aunque en este caso, uno de los tiempos
se mantuvo fijo como se explicó anteriormente). Los tiempos obtenidos a partir de
los ajustes se muestran en la Figura 6.5.

La Figura 6.5 muestra que en ambas superficies a partir de la distancia dc

(marcada con la flecha vertical) los ajustes con el modelo que considera un único
tiempo difusional (cuadrados llenos) dan un valor para el tiempo caracteŕıstico
constante en ∼ 45 µs. Este valor corresponde al tiempo de residencia medio de
una molécula de TMR difundiendo con D = 280 µm2/s. En los mismos casos,
el tiempo obtenido a partir del ajuste por el modelo de dos tiempos difusionales
(ćırculos vaćıos) dan valores que no tienen ningún sentido. La distancia dc, que
corresponde a la distancia a partir de la cual la superficie no tiene ningún efecto
sobre la función de correlación, depende de la superficie y vale ∼ 950 nm para
el vidrio tratado con HF (superficie cargada negativamente) y ∼ 300 nm para
el vidrio tratado con HF y cubierto con PEI (superficie cargada positivamente).
Es decir, para el volumen de observación sumergido en la muestra una distancia
dc o mayor, las curvas de correlación debeŕıan ser todas iguales a la curva de
correlación para moléculas difundiendo con un tiempo difusional ∼ 45 µs. Esto se
observa en las mediciones de la Figura 6.6. Es decir que a partir de dc la interacción
de las moléculas con la superficie se puede despreciar y un modelo que considere
la difusión de una única especie de moléculas alcanza para describir los resultados
obtenidos.

Los valores de dc obtenidos con ambas superficies a partir de los experimen-
tos que se muestran en la Figura 6.5 son marcadamente diferentes. TMR es una
molécula sin carga pero con estructura de zwitterion. Posee un centro de cargas po-
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Figura 6.5: Tiempos caracteŕısticos obtenidos a partir del ajuste por la función de corre-
lación para los modelos de uno (cuadrados llenos negros) y de dos (ćırculos vaćıos rojos)
tiempos de correlación difusionales. En el caso del modelo con dos tiempos difusionales,
uno se fijó en 46 µs. La flecha vertical indica la distancia caracteŕıstica, dc (a): sobre vidrio
tratado con HF y lavado, (b): sobre vidrio tratado con HF, lavado y luego cubierto con
PEI.
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superficie carga
superf

dc τmax
dif τmin

dif Dmin
aparente Dmax

aparente.

vidrio HF neg. ∼ 950 nm 0.5 ms 0.3 ms 25 µm2/s 40 µm2/s

vidrio
HF+PEI

pos. ∼ 300 nm 4 ms 1 ms 3 µm2/s 10 µm2/s

Tabla 6.1: Parámetros más importantes de la caracterización por FCS de dos superficies
con disferente carga superficial. dc es la distancia a partir de la cual la función de correla-
ción medida se puede describir como la difusión de una única especie de moléculas. Para
distancias menores que dc se muestran los valores de los coeficientes de difusión aparen-
tes, Daparente, que surgen de los tiempos τmax

dif y τmin
dif de la especie adicional. Notar que

el Daparente es mucho menor que el D para la difusión de las moléculas lejos de la su-
perficie, lo cual es consistente con nuestra interpretación de moléculas enlentecidas como
consecuencia de la superficie.

sitivas deslocalizado en los grupos amino y un centro de carga negativa localizado
en el grupo carboxilato. No posee contraión porque es una sal interna.

El pKa del grupo carboxilato está en torno a 5, por lo que no debe ser extraño
que se halle protonada cerca de la superficie del vidrio tratado con HF. Esto le
confiere una carga positiva a la sonda que aumenta su interacción con la superficie
tratada con HF. Es menos probable que PEI protone a TMR y en todo caso este
hecho sólo va a disminuir la interacción sonda-poĺımero. Estas razones pueden
explicar el hecho de que TMR interactúa más fuertemente con el vidrio tratado
con HF que con el vidrio recubierto con PEI.

Es importante notar que para los valores obtenidos de dc la superficie todav́ıa
está dentro del volumen de observación, y sin embargo, un modelo que conside-
ra la difusión a través de un volumen gaussiano en las tres dimensiones describe
los resultados. Esto ocurre porque al ser ωz ≫ ω0 el decaimiento de las fluctua-
ciones está dominado por la difusión en la dimensión más corta del volumen de
observación (ver sección 2.2)

Para distancias menores que dc es necesario agregar un segundo tiempo para
obtener un ajuste razonable de los resultados. Este segundo tiempo de correlación
difusional se puede relacionar con un coeficiente de difusión aparente, Daparente,
que depende de la distancia y de la superficie.

Resumiendo, la Figura 6.5 muestra que la interacción de las moléculas con
la superficie perdura a distancias más largas entre la superficie y el centro del
volumen de observación para el vidrio tratado con HF comparado con el vidrio
tratado con HF y cubierto con PEI. Superada la distancia caracteŕıstica, las curvas
de correlación son siempre iguales y se pueden explicar a partir de un modelo que
considera la difusión de una única especie con D ∼ 280 µm2/s. Un resumen de los
resultados más importantes de este análisis se pueden ver en la Tabla 6.1.
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Figura 6.6: Curvas de correlación de una solución de TMR/agua C = 18 nM, cuando
el volumen de observación está alejado de la superficie del cubreobjetos. (a): sobre vidrio
tratado con HF y lavado, (b): sobre vidrio tratado con HF, lavado y luego cubierto con
PEI.
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6.2.2. Caso (ii): un tiempo de correlación difusional y un tiempo

de correlación de adsorción-desorción

Ya se mostró que el modelo de un único tiempo caracteŕıstico difusional descri-
be muy bien las mediciones realizadas lejos de la superficie del cubreobjetos, Figura
6.4(b), pero no ajusta cuando la superficie está cerca del volumen de observación,
Figura 6.4(a). En esta sección, para incluir el proceso adicional a la difusión que
aparece cerca de la superficie, se hace una interpretación alternativa a la realizada
en la sección 6.2.1. En trabajos anteriores se propuso que las moléculas pueden
interactuar con una superficie, con un proceso que se puede aproximar al de una
reacción en volumen [Wirth et al. 2001, Starr et al. 2001, Sanchez et al. 2001]. En
la Figura 6.7 se ajustaron los datos por un modelo que incluye, además de la di-
fusión, un término que tiene en cuenta una interacción de adsorción-desorción de
las moléculas a la superficie. La adsorción se trató como un proceso del tipo

A + Sup = Aads (6.1)

donde
1

τR
= kAA + kB (6.2)

Un proceso de reacción como el planteado en la expresión 6.1 tiene una función
de correlación como la dada en la ec. 2.14. Es decir, en el caso en el que τ reaccion

c ≪
τdif
c , la función de correlación total que tiene en cuenta un proceso de difusión y

una reacción queda2:

Gtotal(τ) = 2G(τ)dif + 2G(τ)reaccion

= 2
1

〈N〉

(

1 +
τ

τω0
dif

)−1(

1 +
τ

τω0
dif

[
ω0

ωz

]2
)− 1

2

+ 2G0R e
− τ

τR

= 2Gdif
0

(

1 +
τ

τω0
dif

)−1(

1 +
τ

τω0
dif

[
ω0

ωz

]2
)− 1

2

+ 2G0R e
− τ

τR (6.3)

donde el factor dos que precede a G(τ)reaccion viene de suponer que τ reaccion
c ≪

τdif
c , ec. 2.17, mientras que el factor dos de G(τ)dif viene de suponer que la super-

ficie del cubreobjetos está centrada en el volumen de observación y, por la tanto,
la cantidad de moléculas que difunden es exactamente la mitad de las que habŕıa
con el volumen de observación completamente sumergido en la muestra.

Al igual que en la sección 6.2.1, para mantener el mismo número de parámetros
libres y aśı poder comparar los resultados, el tiempo de correlación difusivo se
fijó a partir del que surge en los ajustes con el volumen de observación lejos de

2En el caso opuesto, τreaccion
c ≫ τdif

c , no tiene sentido f́ısico plantear una función de corre-
lación correpondiente a una difusión y una reacción. Una vez que la molécula difundió afuera
del volumen de observación no es posible recuperar otros procesos. Si τreaccion

c ≫ τdif
c las dos

especies difunden como dos especies independientes.
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Figura 6.7: Curva de correlación medida con la superficie del cubreobjetos centrada en el
volumen de observación. (a): ajustada por un modelo que considera unicamente la difusión
de las moléculas. (b): ajustada por un modelo que además de la difusión considera una
adsorción tratada como un proceso de reacción en volumen. En este caso el tiempo de
correlación difusional se igualó al obtenido en este experimento lejos de la superficie.

la superficie. Los tiempos de correlación de reacción, τR, obtenidos para las dos
superficies se muestran en la Figura 6.8. Al igual que en la Figura 6.5, los tiempos
obtenidos para las curvas de correlación medidas a distancias menores que dc se
mantienen aproximadamente constantes con valores entre 1 y 3 ms para el vidrio
tratado con HF, y entre 2 y 5 ms para el vidrio tratado con HF y cubierto con
PEI. Para distancias mayores a dc el modelo que considera un tiempo difusional y
un tiempo de reacción dan valores de los parámetros inconsistentes (valores para
la amplitud del proceso de reacción ,G0R, negativa). Finalmente, los valores de dc

obtenidos fueron de alrededor de 700 nm para el vidrio tratado con HF y de 200
nm para el vidrio tratado con HF y cubierto con PEI, valores muy similares a los
encontrados en la sección 6.2.1.

Por último, se analizó el peso relativo que cada uno de los dos procesos tiene
sobre la curva de correlación, en función de la posición de la superficie. La Figura
6.9 muestra que a medida que el volumen de observación se acerca a la superficie,
la contribución relativa del término de reacción con respecto al término difusivo
aumenta. Este efecto ya hab́ıa sido observado en el trabajo de Fradin y colabora-
dores. La amplitud de la correlación tiene que ver con el número de moléculas que
participan de cada proceso, con el nivel de la señal de fondo y con el cambio de
brillo asociado a cada proceso de fluctuación. Como no se conocen las amplitudes
para los cambios de brillo de una molécula en cada circunstancia, no se puede
extraer conclusiones sobre el número de moléculas que participa de cada proceso.

Resumiendo los resultados de este caṕıtulo, cuando las mediciones se realizan
lejos de una superficie, un modelo puramente difusivo alcanza para explicar los
resultados obtenidos experimentalmente. Sin embargo, como se puede ver en las
Figuras 6.7(a) y 6.4(a), no ocurre lo mismo cuando se estudia la región cercana a
una superficie. Cerca de la superficie del cubreobjetos es necesario agregar al mo-
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delo, un tiempo de correlación adicional. El tiempo adicional se interpretó de dos
maneras diferentes: como una subpoblación del total de las moléculas difundien-
do con un coeficiente de difusión diferente (sección 6.2.1), o como un proceso de
adsorción-desorción de las moléculas con la superficie (sección 6.2.2). Con ambas
interpretaciones, se determinaron los tiempos de correlación y las distancias ca-
racteŕısticas a partir de las cuales la superficie no afecta a la curva de correlación.
Para las dos superficies analizadas, las distancias caracteŕısticas corresponden a
una posición de la superficie dentro del volumen de observación.

La posibilidad de observar un cambio tan dramático en las curvas de correlación
cerca y lejos de una superficie demuestran que la espectroscoṕıa de correlación de la
fluorescencia puede usarse como técnica para caracterizar de manera no invasiva
superficies transparentes con una resolución espacial del orden del tamaño del
volumen de observación.

6.3. Expresión anaĺıtica para la función de correlación

cerca de una superficie

La expresión para la función de correlación para el caso difusional, fue deriva-
da en la ec. 2.11. Sin embargo, en las secciones anteriores se utilizó esta misma
expresión para ajustar procesos donde hab́ıa una superficie cerca. En esta sección
se estudia más cuidadosamente la validez de esta aproximación.

Para determinar la expresión anaĺıtica de la función de correlación, a medida
que el volumen de observación se acerca a una superficie, se debe tener en cuenta
que las moléculas no pueden explorar libremente todo el volumen, Figura 6.1(a-c).
La intensidad de fluorescencia colectada a tiempo t, I(t) ya no es la derivada en
la ec. 2.7, sino que ahora depende de la posición de la superficie con respecto al
centro del volumen de observación, zumbral,

I(t) = Q

∫ ∞

zumbral

∫ ∞

−∞

∫ ∞

−∞
pnorm(r) C(r, t) dx dy dz (6.4)

Mientras que en el plano xy, las moléculas no tiene restringido su movimiento
y, por lo tanto, todas contribuyen a la intensidad colectada, en la dirección de
propagación del haz hay moléculas unicamente a partir de z = zumbral. Este no
es el único efecto que la presencia de la superficie tiene sobre la función de corre-
lación. Una molécula puede reflejarse en la superficie y aśı reingresar al volumen
de observación aumentando su tiempo de residencia. Como consecuencia de esto,
aumenta el tiempo de correlación. Un caso particular ocurre cuando la superficie
se encuentra en el centro del volumen de observación, zumbral = 0, Figura 6.1(a).
Las moléculas que reingresan al volumen de observación por haberse reflejado en
la superficie, se pueden considerar como originadas en un volumen de observa-
ción imagen. En este caso particular, el volumen de observación efectivo total (el
real más su imagen) tiene las mismas dimensiones que cuando el volumen de ob-
servación se encuentra completamente sumergido en la solución. Por lo tanto, la
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r r’

r1

Figura 6.10: La superficie del cubreobjetos separa al volumen de observación en partes
iguales. Las moléculas que se reflejan en la superficie se pueden considerar como prove-
nientes del volumen imagen.

función de correlación es la misma que en el caso en que no existe la superficie.
Sin embargo, la cantidad de moléculas es la mitad que en el caso del volumen de
observación completamente inmerso en la muestra. Este hecho contribuye con un
factor 2 en la amplitud de la correlación.

Para incluir las condiciones de reflexión en la superficie, en el trabajo de
[Fradin et al. 2003] los autores redefinen la probabilidad de encontrar una moĺecu-
la en la posición r′ a tiempo t si encontraba en la posición r a t = 0. En nuestro
cálculo, se simetriza la dependencia espacial del brillo, p(r) como un método al-
ternativo para incluir las posibles reflexiones en la superficie del cubreobjetos. Se
puede demostrar que para el caso particular de zumbral = 0, se cumple que:

Gsim p(r)(τ) = 2Gdif (τ) = 2
1

〈N〉

(

1 +
τ

τω0
dif

)−1(

1 +
τ

τω0
dif

[
ω0

ωz

]2
)−1/2

(6.5)

Es decir, la expresión anaĺıtica para la función de correlación en el caso en el
que la superficie está centrada en el volumen de observación es, a menos de un
factor, exactamente la misma expresión que en el caso en el que el volumen de
observación está completamente inmerso en la muestra, ec. 2.11. Para otra posición
de la superficie la expresión exacta de la función de correlación difusional requiere
resolver las integrales de la ec. 2.8 utilizando la expresión 6.4 para la intensidad
de fluorescencia colectada.



Caṕıtulo 7

FCS de alta resolución espacial

En este caṕıtulo se presenta una nueva técnica que combina las ventajas de
las técnicas de correlación basadas en la fluorescencia con la alt́ısima resolución
espacial de las microscoṕıas de campo cercano. Los resultados obtenidos en solu-
ciones 150 µM de sonda, demuestran una resolución espacial 104 veces aumentada
con respecto a las técnicas de FCS tradicionales. En este caṕıtulo se muestran los
experimentos y se presenta un modelo detallado de la función de correlación que
explica los resultados experimentales. Finalmente para mostrar la factibilidad de
un experimento de FCS de alta resolución en células, se muestran experimentos
en la membrana de células adherentes de Xenopus Laevis.

7.1. Experimentos de FCS de alta resolución en solu-

ción

La estrategia que se propone en este trabajo para aumentar la resolución espa-
cial de las técnicas de correlación, se basa en la intensificación y el confinamiento
de la radiación incidente alrededor de una NP metálica. Los efectos de intensi-
ficación generan dentro del volumen determinado por la detección confocal una
región con propiedades ópticas diferentes. Un esquema de la situación planteada
en los experimentos se muestra en la Figura 7.1. En esta situación, en el volumen
de observación aparecen regiones bien diferenciadas y con propiedades ópticas di-
ferentes. Una región es el volumen determinado por la detección confocal, región
1 en la Figura 7.1, y al que llamaremos, al igual que antes, volumen limitado por
difracción, Vdif . La otra es la región adyacente a la NP en la dirección de polariza-
ción del haz incidente donde el campo local está intensificado, regiones 2 y 3 en la
Figura 7.1 y a las que llamaremos volúmenes reducidos, Vred. Los experimentos se
realizan iluminando a través de un microscopio confocal un cubreobjetos al que se
han adherido NPs metálicas de oro. Sobre el cubreobjetos se pone ∼50 µl de una
solución de Rosa de Bengala (Aldrich) 150 µM en glicerol (Fluka) 80 % en agua.
Esta concentración es 104 veces superior a las utilizadas en experimentos de FCS
convencionales.
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Figura 7.1: Esquema de la configuración experimental para experimentos de FCS de
campo cercano. La región 1 es la región determinada por la detección confocal mientras
que las regiones 2 y 3 son las originadas por la presencia de la NP.

Para preparar los cubreobjetos se usa el protocolo descripto en la sección 5.4
y las NPs se identifican y caracterizan con los métodos propuestos en la misma
sección. Finalmente, se colecta la intensidad de fluorescencia en función del tiem-
po, enfocando sobre dos sectores del cubreobjetos: iluminando sobre una NP, e
iluminando sobre un sector del cubreobjetos sin NPs.

Resultados t́ıpicos de estos experimentos se muestran en la Figura 7.2. En
ausencia de NPs en el volumen de observación se obtiene para la curva de corre-
lación, la curva en puntos rojos de la Figura 7.2. En este caso, el experimento es
equivalente a uno de FCS convencional (solo aparece la región 1 de la Figura 7.1)
y, sin embargo, no se observa una curva de correlación. Esto es consecuencia de
la alta concentración y de la baja eficiencia de emisión de la solución utilizada.
Como la concentración en estos experimentos está varios órdenes de magnitud por
encima de las concentraciones permitidas para un experimento de FCS conven-
cional, en este caso no se espera obtener una curva de correlación, que es lo que
observa en puntos rojos en la Figura 7.2. Sin embargo, usando exactamente las
mismas condiciones de irradiación, pero incidiendo sobre una NP, se obtiene la
curva de correlación en puntos negros de la Figura 7.2. Este resultado implica una
reducción en el volumen de observación o lo que es equivalente, un aumento en la
resolución espacial.

Para hacer un análisis cuantitativo de las funciones de correlación y obtener los
tiempos caracteŕısticos de los procesos involucrados en la fluctuación de la señal,
en la siguiente sección se deducen las expresiones para la función de correlación
en el caso de una configuración como la propuesta en la Figura 7.1.
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Figura 7.2: Experimentos de FCS de campo cercano sobre una muestra de Rosa de Ben-
gala C = 150 µM en glicerol, sobre un cubreobjetos comercial al que se han adherido NPs
de oro de 40 nm de radio nominal. Los paneles (a) y (b) correponden a dos experimentos
en idénticas condiciones.
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7.2. Modelo para la función de correlación en experi-

mentos de FCS de alta resolución

En la sección 4.2 se hizo la deducción de la expresión para la función de corre-
lación para un volumen determinado por la superposición de dos distribuciones de
intensidad 3D-Gaussiana. Este modelo simplificado de la función de correlación
permitió extraer criterios importantes para el diseño del experimento relacionados
con el nivel de intensificación y la relación de tamaños entre los dos volúmenes.
La simplificación más importante de este modelo radica en aproximar la distri-
bución espacial de la intensidad en las inmediaciones de la NP como un función
3D-Gaussiana. Un modelo para la función de correlación más detallado debe con-
siderar más cuidadosamente el perfil de intensidad de los volúmenes adyacentes
a la NP, regiones 2 y 3 de la Figura 7.1, y la cercańıa de la superficie del cu-
breobjetos y de la NP que, como se discutió en el caṕıtulo 6, modifican la libre
difusión molecular. La distribución espacial de la intensidad de campo eléctrico
en las inmediaciones de una NP metálica ha sido estudiada por varios autores.
Si el radio de la NP, a, es pequeño comparado con la longitud de onda del haz
incidente, la expresión para la distribución de intensidad alrededor de la NP, se
puede encontrar en [Novotny et al. 2007] y está dada por:

Iafuera(x, ρ) = I0 + I0

∣
∣
∣
∣

ε(ω) − εm

ε(ω) + 2εm

∣
∣
∣
∣

2 1

[(x/a)2 + (ρ/a)2]3



4 − 3

(ρ/a)2

(x/a)2

1 + (ρ/a)2

(x/a)2



 (7.1)

donde ρ2 = y2+z2. La intensidad es máxima cuando la parte real de ε(ω) = −2 εm.
Esta condición corresponde a la frecuencia de resonancia de los plasmones super-
ficiales de la NP esférica. En la Figura 7.3 se muestran, en puntos, los perfiles de
intensidad en las coordenadas adimensionales x/a y ρ/a, dadas por la expresión
7.1 para el caso de una NP de oro, inmersa en agua y excitada a 540 nm. También
se muestra, en ĺınea continua, que los perfiles de intensidad se pueden aproximar
en el intervalo de distancias de interés, por una función exponencial en la coorde-
nada x/a y una función gaussiana en la coordenada ρ/a. Es decir, los volúmenes
intensificados adyacentes a la NP, regiones 2 y 3, se pueden aproximar por discos
de espesor ∼ a/5 y de radio ∼ a. Estas aproximaciones de la ec. 7.1, permiten
obtener una expresión anaĺıtica de la función de correlación en un caso como el
presentado en la Figura 7.1.

Al igual que en la sección 4.2, la derivación de la función de correlación se
puede hacer siguiendo los pasos desarrollados en el caṕıtulo 2. Teniendo en cuenta
las aproximaciones que se muestran en la Figura 7.3, la distribución espacial de la
fluorescencia colectada se puede escribir como:

ptotal(r) = α p1(r) + p2(r) = α e−2 (z2+y2)/ω2
01 e−x/d

︸ ︷︷ ︸

Vred

+ e−2 (x2+y2)/ω2
02 e−2 z2/ω2

z2
︸ ︷︷ ︸

Vdif

(7.2)
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donde el primer término corresponde a uno de los dos volúmenes reducidos, Vred,
el segundo término al volumen limitado por difracción, Vdif y α = I01/I02 es el
factor de intensificación en la intensidad luminosa entre los volúmenes. En el caso
más general, la expresión para obtener la función de correlación es:

G(τ) = Q2

∫

V

∫

V ′

ptotal(r) ptotal(r
′) 〈C(r, t) C(r′, t + τ)〉 dV dV ′

(

Q

∫

V
ptotal(r) 〈C(r, t)〉 dV

)2 (7.3)

Como ptotal(r) es la superposición de dos términos, la función de correlación
total tiene cuatro contribuciones,

G11(τ) = Q2

∫

V

∫

V ′

p1(r) p1(r
′) 〈C(r, t)C(r′, t + τ)〉 dV dV ′

(

Q

∫

V
ptotal(r) 〈C(r, t)〉 dV

)2 (7.4)

G12(τ) = 2α Q2

∫

V

∫

V ′

p1(r) p2(r
′) 〈C(r, t) C(r′, t + τ)〉 dV dV ′

(

Q

∫

V
ptotal(r) 〈C(r, t)〉 dV

)2 (7.5)

G21(τ) = 2α Q2

∫

V

∫

V ′

p2(r) p1(r
′) 〈C(r, t) C(r′, t + τ)〉 dV dV ′

(

Q

∫

V
ptotal(r) 〈C(r, t)〉 dV

)2 (7.6)

G22(τ) = 2α2 Q2

∫

V

∫

V ′

p2(r) p2(r
′) 〈C(r, t) C(r′, t + τ)〉 dV dV ′

(

Q

∫

V
ptotal(r) 〈C(r, t)〉 dV

)2 (7.7)

donde el factor 2 viene del hecho que,

G12(τ) = G13(τ) (7.8)

G21(τ) = G31(τ) (7.9)

G22(τ) = G33(τ) (7.10)

En la ec. 7.7 se hace la suposición fuerte de que, debido a la presencia de la NP,
no hay correlación entre las regiones 2 y 3. Es decir,

G23(τ) = G32(τ) = 0 (7.11)

Finalmente, resolviendo cada una de las cuatro integrales se obtiene la expre-
sión para la función de correlación que, para el caso de moléculas difundiendo a
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Figura 7.3: Perfil de la distribución de intensidad afuera de una NP de oro normalizada
a su radio. Para el cálculo se tomó ε(ω) = -4.64 + i 2.17 que corresponde a una longitud
de onda de excitación de λexc = 540 nm y para el medio circundante, εm = (1.33)2. (a):
(puntos), calculado para ρ = 0 a partir de la ec. 7.1 (ĺınea cont́ınua). Del ajuste por
una función exponencial se obtiene una distancia caracteŕıstica d ∼ 0.2 a. (b): (puntos),
calculado para x = a a partir de la ec. 7.1 (ĺınea cont́ınua). Del ajuste por una función
gaussiana se obtiene un tamaño caracteŕıstico ω01 ∼ a.

través de un esquema como el que se muestra en la Figura 7.1, queda:

G(τ) =




1

〈Ndif 〉
4
√

2
+ α 〈Nred〉





2

(f0 + f1 + f2) (7.12)

donde

f0 =
〈Ndif 〉

16
(

τ
τdif

+ 1
)(

τ
25 τdif

+ 1
) 1

2

(7.13)

f1 = α 2〈Nred〉

exp



 −2a2

25ω2
01

(

2τ
25τdif

+1+
ω2
02

25ω2
01

)


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(
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) 1
2
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25ω2
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) 1
2

(7.14)

f2 =
α2 〈Nred〉

2
(

4τ
9τred

+ 1
)

[
2√
π

√
τ

τred
+

(

1 − 2
τ

τred

)

e
τ

τred Erfc

(√
τ

τred

)]

(7.15)

Al igual que en la expresión 4.2, la ec. 7.12 tiene tres términos. f0, es inde-
pendiente de α y describe la correlación de las moléculas que difunden a través de
Vdif . f1, que es proporcional a α, describe la correlación cruzada entre Vdif y Vred

y viceversa. Es decir, da la probabilidad de hallar a una molécula en Vred a t = τ
si se encontraba en Vdif a t = 0. Por último, f2, que es proporcional a α2 describe
la correlación de las moléculas que difunden a través de Vred.
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f0

f1

Figura 7.4: Términos f0 y f1 (independiente y proporcional a α respectivamente) calcu-
lados a partir de 7.15 utilizando los parámetros: ω01 = 30 nm, ω02 = 300 nm, α = 100,
Ndif = 104, Nred = 1 y τred = 30 µs.

El modelo propuesto predice que si no hay NPs en el volumen de observación,
α = 0, el único término que queda de la ec. 7.12 es f0. Experimentalmente no se
observa correlación en ausencia de NPs, Figura 7.2, y por lo tanto se desprecia
este término del modelo. Más aún, para valores realistas de los parámetros, f1 es
menor que f0 para cualquier valor de t entre los µs y las decenas de ms en donde
ambos factores son del mismo orden, Figura 7.4. Por lo tanto, el término que
contribuye mayoritariamente en la ec. 7.12 es f2.

Con estas consideraciones la función de correlación para moléculas difundiendo
a través de una configuración como la que se esquematiza en la Figura 7.1 se puede
escribir como:

G(τ) ∼ 32

〈Ndif 〉2
f2

=
β

(
4τ

9τred
+ 1
)

[
2√
π

√
τ

τred
+

(

1 − 2
τ

τred

)

e
τ

τred Erfc

(√
τ

τred

)]

(7.16)

donde 〈Ndif 〉 es el número medio de moléculas en Vdif = π3/2 ω2
02 ωz2, 〈Nred〉 es el

número medio de moléculas en Vred = π ω2
01 d. El tiempo medio de residencia de

las moléculas en Vred, τred, se puede escribir en función del coeficiente de difusión
y de la distancia corta en Vred como:

τred =
d2

D
(7.17)

La expresión obtenida para la función de correlación tiene solamente dos
parámetros: una amplitud, β = 16α2Nred/N

2
dif , que depende del factor de in-

tensificación, α, y de la cantidad de moléculas en Vred y en Vdif , y un tiempo ca-
racteŕıstico, τred. Para ganar confianza sobre el modelo propuesto, se verificó que
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Figura 7.5: Función de correlación correspondiente al modelo detallado, ec. 7.12, en
función del factor de intensificación, α. Los parámetros utilizados son: ω01 = 30 nm, d =
140 nm, para el volumen reducido; y ω02 = 250 nm, ωz2 = 5ω02 para el volumen limitado
por difracción. C = 10 nM, D = 300 µm2/s. Con estos parámetros, el volumen reducido
es comparable al obtenido en la Figura 4.2. Los tiempos de correlación obtenidos son 0.75
µs para el volumen reducido y 50 µs para el volumen limitado por difracción.

el modelo detallado para la función de correlación, ec. 7.16, contenga los resultados
predichos por el modelo simplificado desarrollado en el caṕıtulo 4, ec. 4.2.

La Figura 7.5 muestra cualitativamente las mismas caracteŕısticas que las de
la Figura 4.2. Para α = 0 la función de correlación es la misma que se obtendŕıa
en un experimento de FCS tradicional mientras que para valores de α crecientes
se observa un aumento en la resolución espacial de la técnica con un contraste aún
mayor que el obtenido a partir de la suposición de dos volúmenes 3D Gaussianos.
La elección de los parámetros se hizo de manera que Vred calculado como el disco
de radio ω01 y espesor d, sea del orden de Vred calculado como el volumen 3D
Gaussiano utilizado en la Figura 4.2.

7.3. Análisis y discusión de los resultados

En la sección anterior se dedujo una expresión para la función de correlación
en el caso de moléculas difundiendo a través de una configuración de volúmenes
como la esquematizada en la Figura 7.1. En esta sección se la utiliza para analizar
cuantitativamente los resultados obtenidos en soluciones de Rosa de Bengala en
glicerol 80 % en agua.

Para una solución de Rosa de Bengala en glicerol 80 % en agua se pueden
estimar tiempos de correlación de 65 µs y 16 ms para la difusión a través de Vred y
Vdif respectivamente. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, en ausencia
de NPs en el volumen de observación no se obtiene una curva de correlación. Es
decir, la difusión a través de Vdif no contribuye a la curva de correlación. Esto
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es consecuencia de la alta concentración y de la baja eficiencia de emisión de la
solución utilizada. El modelo que considera un único tiempo difusional, ec. 7.16, no
alcanza para explicar los resultados. Todos los experimentos realizados muestran
dos tiempos caracteŕısticos: uno corto, en los µs, y uno largo, en los ms. El tiempo
en los µs es consistente con el valor estimado para la difusión a través de Vred pero
el tiempo en los ms no se puede atribuir a la difusión a través de Vdif . Dado que
cerca de los volúmenes de observación hay superficies que modifican las funciones
de correlación (la superficie del cubreobjetos modifica Vdif y la superficie de la
NP modifica Vred) para introducir un tiempo caracteŕıstico adicional se propuso
un modelo similar al utilizado para los experimentos cerca de superficies, ec. 6.3,
donde ahora para el término de difusión se utilizó nuestro modelo, ec. 7.16. De
este modo la ecuación que describe el comportamiento global queda:

G(τ) =
β

(
4τ

9τred
+ 1
)

[
2√
π

√
τ

τred
+

(

1 − 2
τ

τred

)

e
τ

τred Erfc

(√
τ

τred

)]

+ G0R e
− τ

τR

(7.18)
donde los tiempos caracteŕısticos cortos son consistentes con la difusión a través
de Vred y los tiempos caracteŕısticos largos con una interacción de las moléculas
con una superficie. La necesidad de incluir un término de asociación-disociación
ya hab́ıa sido observada previamente en los experimentos de la sección 6.2.2. En
este caso, por la disposición de Vred con respecto a la superficie del cubreobjetos,
creemos que la interacción que se observa corresponde a la interacción de las
moléculas con la superficie de la NP.

Este resultado muestra que el esquema propuesto permite no sólo estudiar pro-
cesos de difusión sino mecanismos de interacción con una resolución en el eje de
polarización del campo incidente del orden de λ/70. La Figura 7.6 muestra algu-
nos resultados t́ıpicos de los experimentos en soluciones de Rosa de Bengala 150
µM en glicerol 80 % en agua. Experimentos consecutivos en idénticas condiciones
muestran una muy buena reproducibilidad de los resultados. Las contribuciones
a la función de correlación total de cada proceso por separado, también se mues-
tran en la Figura. En la columna derecha se incluyen los residuos del ajuste. Los
parámetros obtenidos de los ajustes se resumen en la Tabla 7.1.

Con los experimentos de calibración realizados en la sección 3.4.1, se midió un
Vdif de 0.4 fl. Por otra parte, para una NP de 40 nm de radio, los ajustes de
la Figura 7.3 predicen un Vred que se puede aproximar por un disco de ∼ 30
nm de radio y 8 nm de espesor. Es decir que el volumen reducido es 104 veces
más chico que el volumen de detección confocal. Con este resultado, es razonable
plantear que en Vdif hay alrededor de 10000 moléculas más que en Vred. Es decir,
〈Ndif 〉 = 104〈Nred〉. Luego, para determinar el valor de la intensificación de la
intensidad de campo alcanzada en estos experimentos se usa el valor de la amplitud
del término difusivo, β, Tabla 7.1. En todos los casos analizados β es siempre
del mismo orden. Suponiendo una relación 〈Ndif 〉 = 104〈Nred〉 se obtiene una
intensificación en la intensidad de alrededor de 100, valor que está en completo
acuerdo con antecedentes teóricos [Novotny et al. 2007].
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Figura 7.6: (izq.): Resultados de experimentos de FCS de campo cercano sobre una
muestra de Rosa de Bengala 150 µM en glicerol 80 % en agua. En ĺınea continua se
incluyen los ajustes por el modelo completo propuesto en la ec. 7.18 y las contribuciones
por separado del término difusional (en verde) y del término de reacción (en rojo). (der.):
Residuos del ajuste por el modelo de la ec. 7.18.

Experimento β G0R τred [µs] τR [ms]

Figura 7.6(a, b) 0.0021 0.0015 27 1.6

Figura 7.6(c, d) 0.0021 0.0010 180 5

Figura 7.6(e, f) 0.0019 0.0011 380 16

Tabla 7.1: Parámetros obtenidos a partir de los ajustes de los datos experimentales por
el modelo descripto en la ec. 7.18.
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τred (Fijo) β G0R τR [ms]

27 [µs] 0.0021 0.0015 1.6

50 [µs] 0.0018 0.0014 1.8

100 [µs] 0.0017 0.0012 2

Tabla 7.2: Parámetros obtenidos a partir de los ajustes de los datos experimentales por
el modelo descripto en la ec. 7.18 para valores del parámetro τred fijos e iguales a los
indicados en la Tabla.

El parámetro que presenta la mayor dispersión en los resultados obtenidos
es τred que está relacionado a través de la ec. 7.17 con el coeficiente de difusión
y con d. Un cambio en τred de un factor 10, corresponde con una variación en
un factor 3 del valor de d, o un factor 10 en el valor del coeficiente de difusión.
Para estimar un error al parámetro τred, en la Figura 7.7 se muestran los datos
de la Figura 7.6(a) ajustados por el modelo descripto en la ec. 7.18 y valores de
τred fijos, (desde 27 µs para el caso (a), hasta 100 µs para el caso (c)). De la
Figura 7.7 se infiere que el nivel de ruido en la curva de correlación no permite
distinguir claramente entre el ajuste para τred = 27 µs y τred = 100 µs y, por lo
tanto, determina la sensibilidad del ajuste. Los valores obtenidos para el resto de
los parámetros se resumen en la Tabla 7.2.

A pesar de la variación en los valores recuperados para el parámetro τred,
los valores de D para la solución de Rosa de Bengala en glicerol 80 % en agua
calculados a partir de la ec. 7.17 con el tiempo τred medido y el valor de d predicho
por la Figura 7.3, son D = 2.4 µm2/s y D = 0.2 µm2/s para el valor de τred mı́nimo
y máximo respectivamente. Estos valores son del orden de D = 5 µm2/s que es el
valor que predice la ecuación de Stokes-Einstein, ec. 3.3, teniendo en cuenta una
viscosidad para el glicerol 80 % en agua a 25◦C de 45.9 mPa.s [Lide et al. 1992].

7.4. Estudio de la factibilidad de un experimento de

FCS de alta resolución en células vivas

7.4.1. Descripción general

Las protéınas integrales de membrana actúan como sistema de transporte para
conducir distintas moléculas a través de la membrana celular. Estas protéınas son
flexibles y pueden adquirir diversas conformaciones. Se cree que la función espećıfi-
ca de estos transportadores de moléculas se acciona a partir de una secuencia de
cambios conformacionales. Para observar estos cambios conformaciones es necesa-
rio estudiar una única protéına a la vez, y para observar una única protéına es indis-
pensable una técnica de alta resolución espacial [Lippincott-Schwartz et al. 2001].
Está fuera del alcance de esta Tesis el estudio detallado de la dinámica de las
protéınas integrales de membrana, sin embargo es un ejemplo concreto que ilus-
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Figura 7.7: Datos mostrados en la Figura 7.6(a) ajustados con valores de τred fijos. (a):
τred = 27 µs, (b): τred = 50 µs, (c): τred = 100 µs. Las variaciones en el ajuste no permiten
distinguir los diferentes τred.
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tra una posible aplicación de la Espectroscoṕıa de Correlación de alta resolución
propuesta en este trabajo. Por esta razón, sin aspiraciones de hacer un estudio
completamente cerrado, en esta sección se hacen experimentos en la membrana de
células adherentes de un tipo de rana acuática sudafricana, Xenopus laevis.

7.4.2. Cultivo celular

El cultivo de las células se realiza en cápsulas de Petri de 25 cm2 de área
de crecimiento y 50 ml de capacidad. Debido a que este tipo de células necesi-
tan adherirse a una superficie para sobrevivir y reproducirse, las cápsulas están
modificadas para favorecer su adherencia [Corning]. Luego, se les coloca 5 ml de
medio de cultivo que les provee los nutrientes esenciales, vitaminas, sustratos me-
tabólicos, aminoácidos, iones inorgánicos y factores de crecimiento necesarios para
la función celular [Mc Ateer et al. 1994]. La preparación del medio depende de la
ĺınea celular, en este caso se prepara con 0.7 g/l de L-15, 0.29 g/l de glutamina
y 5mg/l de insulina. Se modifica el pH con HCl hasta llevarlo a 7.2. Luego se
agrega 1 ml de Pen-Strep (Penicilina y Estreptomicina) por litro de solución y
se suplementa con 40 ml de suero fetal bovino [Daniolos et al. 1990]. Finalmente,
las células se incuban a 27◦C en una incubadora de cultivo durante una semana
aproximadamente [Brunstein 2008].

La mayoŕıa de las ĺıneas celulares muestran una disminución de la prolifera-
ción si la densidad de población aumenta significativamente [Mc Ateer et al. 1994].
Para evitarlo, se mantiene la densidad en alrededor del 50 % de confluencia. Pa-
ra regular esto, se usa tripsina. La tripsina es una enzima que rompe los enlaces
pept́ıdicos de las protéınas, en este caso entre la célula y el sustrato, ésto hace que
las células se despeguen de la superficie de la cápsula de Petri fácilmente, y aśı se
puede retirar una proporción de las células. La manipulación y los tratamientos
se realizan dentro de una campana de flujo laminar para evitar la contaminación
del cultivo.

Para las mediciones de FCS de alta resolución que se muestran en este caṕıtulo
se incubaron las células sobre cubreobjetos de una pulgada de diámetro con NPs
adheridas. Los cubreobjetos se depositan dentro de una cápsula de Petri con ∼ 2
ml de medio de cultivo. Antes de medir, el cubreobjetos se monta en una cámara
diseñada para mediciones de microscoṕıa.

7.4.3. Experimento de FCS de alta resolución en células vivas

Para probar la aplicabilidad de la técnica en células vivas, se realizaron expe-
rimentos en 5 células de Xenopus laevis preparadas en exactamente las mismas
condiciones. Cada medición consiste en más de 8 106 intervalos temporales de 2 µs
cada uno, que se analizaron en segmentos de 32000 intervalos, lo que da alrededor
de 200 correlaciones por experimento. En la Figura 7.8 se muestran los resultados
de un experimento t́ıpico tomado con el microscopio Olympus FV1000.
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Figura 7.8: Experimento de FCS de alta resolución sobre células vivas de Xenopus laevis.
(a, b): Imagénes de fluorescencia y transmisión adquiridas simultaneamente excitando
a 543 nm. (c, d): Imagénes de fluorescencia y transmisión adquiridas simultaneamente
excitando a 488 nm. (e): Curva de correlación tomada sobre una NP cubierta por la
membrana celular. Los valores del ajuste en este experimento son: β = 0.0016 y τred = 25
µs (f): Curva de correlación en una zona de la membrana sin NP.
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Las imágenes de la izquierda, son imágenes de fluorescencia adquiridas exci-
tando en resonancia (543 nm) y fuera de la resonancia (488 nm) del plasmón de
las NPs, Figuras 7.8(a y c) respectivamente. Las imágenes de la derecha, adquiri-
das simultaneamente con las de fluorescencia, son las correspondientes imágenes
de transmisión, Figuras 7.8(b y d). Las caracteŕısticas generales de este resulta-
do pueden explicarse con el mismo análisis realizado para los experimentos en
solución.

En las imágenes de fluorescencia se pueden ver puntos que aparecen brillantes
en la imagen tomada a 543 nm pero no aparecen en la imagen tomada a 488 nm.
Como se mostró en los experimentos de la sección 5.4, estos puntos corresponden
a zonas localizadas de alta intensificación de la fluorescencia como consecuencia
de la excitación resonante de una NP. Hay otros puntos, marcados como A, que
aparecen brillantes en ambas imágenes de fluorescencia y que se pueden atribuir
a grandes agregados de NPs. Finalmente, hay puntos para los cuales la imagen de
fluorescencia a 488 nm aparece brillante y en 543 nm aparece oscura. Estos puntos,
marcados como B, probablemente se deban a una contaminación del sustrato como
se describió en la sección 5.4.

El resultado de uno de los experimentos de correlación de alta resolución tam-
bién se muestra, en puntos, en la Figura 7.8. En este caso el experimento fue
realizado sobre la NP marcada con la flecha y sobre una región dentro de la célula
sin NPs, Figura 7.8(e y f) respectivamente. La ĺınea llena corresponde al ajuste
del experimento por nuestro modelo difusivo, ec. 7.16.

En este punto es importante remarcar dos cosas. Motivados por la gran in-
tensificación obtenida en los experimentos para Rosa de Bengala en solución cuya
eficiencia de fluorescencia es de solo el 2 %, en este experimento no se marcó ex-
ternamente ningún componente de la célula. Es decir, la alt́ısima emisión obte-
nida en la Figura 7.8(a) corresponde a la intensificación de la fluorescencia de
alguna especie débilmente fluorescente, probablemente asociada al medio de cul-
tivo. Por otra parte, el ajuste de los datos se hizo con un modelo que tiene en
cuenta únicamente un componente difusivo. Hay antecedentes en la literatura de
experimentos en células adherentes sobre sustratos con agujeros de tamaño na-
nométrico [Wenger et al. 2007]. Wenger y colaboradores proponen que en ese caso
la célula se adhiere perfectamente a la superficie del sustrato tomando la forma
del agujero, como se esquematiza en la Figura 7.9.

Haciendo la misma suposición y recordando que el volumen intensificado me-
dido a partir de los experimentos en solución se puede aproximar por un disco de
alrededor de 30 nm de radio y 8 nm de espesor, sección 7.3, es razonable postu-
lar que el volumen analizado en el experimento de la Figura 7.8(e) correponde a
una región sobre la membrana celular en la dirección de polarización del campo
incidente de alrededor de 60 nm de sección (λ/9) y espesor 8 nm (λ/70). Esta
hipótesis se puede sustentar esencialmente por dos hechos: los coeficientes de difu-
sión obtenidos a partir del los tiempos caracteŕısticos medidos, D ∼ 0.1 - 1 µm2/s,
se corresponden con los obtenidos para ĺıpidos y protéınas integrales de membra-
na [Lippincott-Schwartz et al. 2001, Krichevsky et al. 2002]. Además, el hecho de
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Figura 7.9: Esquema de un experimento en donde una célula adherente toma la forma
de un nanoagujero. Figura tomada de la referencia [Wenger et al. 2007].

que no haya sido necesario incluir en el modelo el término de asociación-disociación
que fue inclúıdo previamente en los experimentos en solución, sugiere que no se
trata de una difusión libre.

Finalmente, las curvas de correlación para el esquema intensificado y sin in-
tensificar, Figuras 7.8(e y f) respectivamente, son claramente diferentes. Aunque
a partir de este único experimento, no se puede explicar el origen de la correlación
medida en la Figura 7.8(e), este resultado permite demostrar que un experimento
de FCS de alta resolución como el propuesto en esta Tesis es posible de apli-
car en células vivas, dejando al estudio espećıfico de la dinámica de las protéınas
integrales de membrana como tema para futuros trabajos.



Conclusiones

En esta Tesis se propuso e implementó una nueva técnica que combina las ven-
tajas de la Espectroscoṕıa de Correlación de la Fluorescencia, FCS, con la alt́ısima
resolución espacial de las microscoṕıas de campo cercano. El principio de funcio-
namiento de la Espectroscoṕıa de Correlación de Campo Cercano se basa en la
intensificación del campo electromagnético en la proximidad de una nanopart́ıcula
metálica, NP. La región del espacio intensificada actúa como un nuevo volumen
de observación, cuya resolución lateral y axial se pueden controlar a partir del
tamaño, la forma y el material de la NP.

- Para NPs esféricas de oro de 40 nm de radio, se demostró una resolución
espacial del orden de λ/70 y λ/9 en las direcciones de polarización y de pro-
pagación del haz incidente respectivamente. Este dramático aumento de la
resolución espacial con respecto a los esquemas tradicionales de FCS, (cuyas
resoluciones son de alrededor de λ/2 y 6λ en las direcciones de polarización
y de propagación del haz incidente) permitió estudiar soluciones a concen-
traciones 10000 veces más alta que la concentración ĺımite para un experi-
mento de FCS tradicional. Además, a partir de un experimento sencillo, se
mostró que es posible extender el uso de la Espectroscoṕıa de Correlación
de Campo Cercano al estudio de células vivas.

- Se desarrolló un modelo para la función de correlación difusional, para el
caso en el que el campo de radiación es superposición del campo habitual de
microscoṕıa confocal más el campo realzado. El modelo permitió encontrar
las condiciones experimentales más favorables. Es decir, las condiciones que
permiten implementar facilmente el experimento y que dan valores de inten-
sificación suficientemente altos como para observar un aumento significativo
de la resolución espacial. Además, el modelo permitió explicar satisfactoria-
mente los resultados obtenidos experimentalmente.

- Se estudió el efecto que una superficie cercana al volumen de observación
tiene sobre las curvas de correlación. Se mostró que este efecto puede ser
utilizado para caracterizar, de manera no invasiva, superficies transparentes
con una resolución espacial del orden del tamaño del volumen de observación.

- Se construyó un microscopio confocal con sensibilidad para detectar la emi-
sión de, en promedio, una única molécula en el volumen de observación. Este
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instrumento se utilizó para hacer experimentos de FCS, fuera del intervalo de
operación del microscopio confocal comercial disponible en el Departamento
de F́ısica.

- Se desarrollaron los métodos para depositar las NPs sobre sustratos de vidrio
y se mostró que, a pesar del tamaño de las NPs, éstas se pueden identificar
a partir de dos imágenes ópticas: una tomada en resonancia y la otra fuera
de la resonancia del plasmón de la NP.

- Se hizo un estudio exhaustivo sobre los mecanismos por los cuales la in-
teracción NP-molécula, modifica la emisión fluorescente de la molécula. Se
mostró que una molécula de baja eficiencia de fluorescencia acoplada correc-
tamente con el plasmón de la superficie metálica, aumenta significativamente
su emisión fluorescente, dando lugar a sondas más brillantes. Al mismo tiem-
po, debido a la reducción en el tiempo de vida media de la molécula, (que
surge por la aparición de un canal de decaimiento no radiativo adicional
altamente eficiente) los canales de fotoblanqueo por absorción desde esta-
dos excitados se reducen considerablemente, dando lugar a sondas de mayor
durabilidad. Como consecuencia de este análisis, se avanzó en el diseño de
nuevas sondas fluorescentes basadas en sistemas h́ıbridos que combinan NPs
metálicas con sondas fluorescentes.

Perspectivas

Los resultados de los experimentos de FCS intensificado presentados en esta
Tesis, abren numerosas posibilidades en el campo de la biof́ısica y de las ciencias
de los materiales. El trabajo de Levene y colaboradores publicado en Science
[Levene et al. 2003] generó mucho entusiasmo en la comunidad de biof́ısicos, por
la posibilidad de estudiar procesos a nivel de moléculas individuales sin necesidad
de diluir la muestra. Sin embargo, el esquema propuesto por Levene está limitado
al estudio de la región adyacente al sustrato y, por lo tanto, no se puede utilizar
para estudiar regiones espećıficas en el interior de una célula.

El esquema propuesto en esta Tesis permitió obtener resultados a concentra-
ciones 150 µM de sonda. El uso de NPs brinda una posibilidad adicional a los
experimentos: la funcionalización adecuada de la superficie de la NP permite ex-
plorar su localización espećıfica. El gran realzamiento del brillo y el contraste
mayor de las especies emisoras de bajo rendimiento cuántico también permiten
alentar la perspectiva de usar la emisión intŕınseca de los sistemas, tal como se
insinúa en los experimentos realizados en células. Esto permitiŕıa examinar casi
cualquier región dentro de la célula con resolución nanométrica. En el area de los
materiales, la posibilidad de utilizar las curvas de correlación para sensar propie-
dades de superficies transparentes es una técnica prometedora.

Con respecto al estudio de las propiedades de las sondas fluorescentes acopla-
das a NPs metálicas, el laboratorio ha incorporado recientemente al Dr. en Cs.
Qúımicas Mart́ın Mirenda, quien dirigido por el Dr. Alejandro Wolosiuk de la
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Comisión Nacional de Enerǵıa Atómica están probando estrategias para la fabri-
cación de los sistemas h́ıbridos propuestos en esta Tesis. En el mismo sentido, la
Dra. en Cs. Qúımicas Maŕıa Julia Roberti está trabajando con el Dr. Pedro Ara-
mend́ıa en el acoplamiento de las NPs y las moléculas usando porciones de DNA
de tamaño variable. Con este experimento se espera poder controlar la separación
NP-molécula y aśı poder fabricar sistemas h́ıbridos con caracteŕısticas espećıficas.
Estos sistemas h́ıbridos permitiŕıan, por ejemplo, experimentos de seguimiento de
part́ıculas por peŕıodos de tiempo muy prolongados.
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Apéndice A

Código en MatLab para

calcular la función de

correlación

function[]=CorrFCS();

%----------Parámetros de adquisición-----------------------------%

dt=1e-6; % tiempo de integración

% ch1, ch2 son vectores filas

%----------------------------------------------------------------%

close;

tic

% cargo los datos del canal 1

load C:\Laura\mediciones\julio\24\p35uW1.txt

ch1=p35uW1;

% plot (ch1)

% ylabel (’cantidad fotones/tiempo de integracion’)

% xlabel (’tiempo de integración’)

% title (’canal 1’)

% pause

% cargo los datos del canal 2

load C:\Laura\mediciones\julio\24\p35uW2.txt

ch2=p35uW2;

% plot (ch2)

% ylabel (’cantidad fotones/tiempo de integracion’)

% xlabel (’tiempo de integración’)

% title (’canal 2’)
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% pause

% convierto los datos en vectores columna

d1=ch1’;

d2=ch2’;

clear ch1;

clear ch2;

[d11,aux]=size (d1);

% genero las matrices donde voy a guardar los datos

todas=zeros (d11,1);

Gprom=zeros (d11,2);

% -----------CALCULO LA CORRELACION----------

% calculo las coordenadas "x"

tverd=[0:d11-1]*dt;

tverd=tverd’;

% calculo las coordenadas "y"

Gaux=abs (ifft (fft (d1).*conj (fft (d2)))); % uso teorema de

% Wiener-Khinchin que relaciona la

% correlación con la FFT

G=Gaux/d11/mean(d1)/mean(d2)-1; % normalizo la correlación

%-------------------------------------------

% grafico la correlación

semilogx (tverd,G), grid on

xlabel (’{\tau} (seg)’)

ylabel (’G ({\tau})’)

pause

todas (:,1)=G;

prom=mean (todas,2);

% guardo los datos para levantarlos con Origin

Gprom (:,1)=tverd;

Gprom (:,2)=prom;

save todas.txt todas -ascii;

save Gprom.txt Gprom -ascii;

% genero mi array de tiempos equiespaciados logaritmicamente

% logspace (a,b,n) genera n numeros entre 10^a y 10^b
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% tlog=logspace (0,log10 (d11-1),D*log10 (d11-1))

% escrito ası́ genera D numeros entre 1 y n

tlog=logspace (-7,1,8*log10 (d11-1));

tlog=tlog’;

[ttlog,aux]=size (tlog);

% genero el vector donde voy a guardar los datos log espaciados

esplog=zeros (ttlog,2);

xavg=zeros (ttlog,1);

yavg=zeros (ttlog,1);

i=1;

while length (find (tlog (i)<tverd & tlog (i+1)>tverd))<2;

xavg (i)=tverd (i);

yavg (i)=prom (i);

i=i+1;

end

while i<length (tlog)

h=find (tlog (i)<tverd & tlog (i+1)>tverd);

xavg (i)=tlog (i)/2+tlog (i+1)/2;

% xavg (i)=(tlog (i+1)-tlog (i))/2;

yavg (i)=mean (prom (h));

i=i+1;

end

% guardo los datos espaciados logaritmicamente

esplog (:,1)=xavg;

esplog (:,2)=yavg;

save esplog35uW.txt esplog -ascii;

semilogx (xavg,yavg,’*’), grid on

xlabel (’{\tau} (seg)’)

ylabel (’Gprom ({\tau})’)

% guardo los datos para levantarlos con SimFCS

xavg=xavg’;

yavg=yavg’;

Gprom_SimFCS _tmr18nMb = [xavg; yavg];

fid = fopen (’Gprom_SimFCS _tmr18nMb.txt’,’wt’);
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fprintf (fid,’% .6f % .6f \n’,Gprom_SimFCS _tmr18nMb);

fclose (fid);

toc



Apéndice B

Cálculo de la variación de

temperatura por la presencia

de una NP

En esta Tesis se presentaron experimentos basados en el fuerte confinamiento
del campo electromagnético alrededor de una nanopart́ıcula metálica. Otra ca-
racteŕıstica de las NP excitadas resonantemente es que se calientan y, por ende,
calientan el entorno. Para estimar el cambio de la temperatura en la superficie de
la NP, en este Apéndice se resuelve la ecuación de difusión del calor en el caso
estacionario, ∇2T = 0 para calcular el aumento de la temperatura en la superficie
de la nanopart́ıcula y su dependencia con la distancia a la superficie.

La ecuación que describe la conducción térmica es la ley de Fourier. La ley
de Fourier afirma que la relación entre el flujo de enerǵıa, J , y el gradiente de
temperatura, ∆T/∆r, se puede escribir como:

κsolv ∆T

∆r
= J (B.1)

donde κsolv es una constante caracteŕıstica del medio denominada conductividad
térmica del solvente y ∆T es la variación de temperatura en la superficie de la
NP. En el caso de interés, el flujo de enerǵıa se puede expresar en términos de la
intensidad de luz y la sección eficaz de absorción. De este modo la ley de Fourier
se puede escribir como:

κsolv ∆T

∆r
=

Iabs σabs

Asup
(B.2)

donde Iabs es la intesidad absorbida por la NP, σabs la sección eficaz de absorción
y Asup la superficie en R3 que encierra el volumen de la NP.

Escribiendo la intensidad absorbida por la NP en función de los parámetros
de la radiación incidente la ec. B.1 se puede escribir como:

κsolv ∆T

∆r
=

Pinc

Ainc
σabs

Asup
(B.3)
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Figura B.1: Variación de la temperatura en la superficie de una NP esférica de oro de a
= 40 nm inmersa en glicerol con la potencia incidente calculada a partir de la ec. B.4. Para
100 µW de potencia incidente el aumento de temperatura en la superficie es del orden de
solo 10 µK.
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Figura B.2: Variación de la temperatura con la distancia a la superficie de una NP
esférica de oro de a = 40 nm inmersa en glicerol. A 20 nm de la superficie de la NP la
temperatura disminuye un 35 % aproximadamente.

donde Pinc es la potencia incidente y Ainc = π (250 10−9m)2 es el area de la región
enfocada por el láser. Luego, a partir de la ec. B.3 se puede despejar la variación
de la temperatura en la superficie de la NP (∆r = a),

∆T =
Pinc σabs

4π a κsolv Ainc
(B.4)

La Figura B.1 muestra cuánto se eleva la temperatura en la superficie de una
part́ıcula de oro de 40 nm de radio (σabs = 10−19 m2) inmersa en glicerol (κ =
0.28 Wm−1K−1) en función de la potencia incidente enfocada en un spot de 250
nm de radio.

La Figura B.2 muestra la variación de la temperatura con la distancia a la
superficie de la NP considerando una potencia incidente de 100 µW que es del
orden de la utilizada en los experimentos realizados en esta Tesis. La temperatura
disminuye un 35 % a 20 nm de la superficie de la NP.
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Los resultados obtenidos muestran un aumento marginal de la temperatura
en la superficie de la NP. Por esta razón en este trabajo se despreciaron efectos
relacionados a un calentamiento de la región intensificada con respecto a la no
intensificada.
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Apéndice C

Glosario de términos y

śımbolos
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śımbolo descripción 1ra. cita

fl femtolitro, (10−15 litros). 1 fl = 1 µm3 Cap. 2

G̃(τ) función de correlación según la definición 2.1. Cap. 2

G(τ) término temporal de la función de correlación, G̃(τ). Cap. 2

τ desfasaje temporal. Cap. 2

I(t) intensidad a tiempo t. Cap. 2

∆T intervalo de conteo de fotones. Cap. 2

η eficiencia total de colección. Cap. 2

K eficiencia de detección del microscopio. Cap. 2

σabs sección eficaz de absorción de las moléculas. Cap. 2

φ eficiencia cuántica de fluorescencia de las moléculas. Cap. 2

PSF(r) respuesta óptica del microscopio para un objeto puntual. Cap. 2

I0 valor máximo de la intensidad colectada. Cap. 2

C(r, t) concentración de moléculas en la posición r a tiempo t. Cap. 2

pnorm distribución espacial normalizada de la fluorescencia colec-
tada según la definición 2.5.

Cap. 2

ω0, ωz semiejes de un volumen de observación 3D Gaussiano. Dis-
tancias en la dirección lateral y axial en las cuales la inten-
sidad colectada cae a un valor 1/e2 del valor máximo.

Cap. 2

Q = K σabs φ I0 cantidad de fotones detectados por molécula por segundo. Cap. 2

g(r, r′, τ) término que tiene en cuenta el origen de las fluctuaciones de
la señal de fluorescencia.

Cap. 2

D coeficiente de difusión de las moléculas. Cap. 2

Vobs volumen de observación. Cap. 2

τc =
ω2

0
4D tiempo caracteŕıstico para la difusión a través de un volumen

3D Gaussiano.
Cap. 2

τdif
c = τc tiempo caracteŕıstico para la difusión a través de un volumen

3D Gaussiano.
Cap. 2

G0R amplitud de la función de correlación para un proceso de
reacción.

Cap. 2
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śımbolo descripción 1ra. cita

τR o τ reaccion
c tiempo caracteŕıstico de la función de correlación para un

proceso de reacción.
Cap. 2

S/R relación señal-ruido. Cap. 2

m número total de intervalos ∆T medidos durante un experi-
mento.

Cap. 2

G0 = G(τ = 0) amplitud de la función de correlación para un proceso gene-
ral.

Cap. 2

Ifondo intensidad de fondo colectada. Cap. 2

NA apertura numérica del objetivo. Cap. 3

k constante de Boltzman. Cap. 3

T temperatura. Cap. 3

ηs viscosidad de la solución. Cap. 3

Rh radio hidrodinámico de la molécula. Cap. 3

P peso de las moléculas. Cap. 3

ρ densidad de una protéına. Cap. 3

Vdif volumen limitado por difracción. Cap. 4

Vred volumen reducido que aparece como consecuencia de la in-
teracción resonante de la radiación incidente con la nanoes-
tructura metálica.

Cap. 4

α = I01/I02 factor de intensificación en la intensidad entre los volúmenes
Vred y Vdif .

Cap. 4

M = Vdif/Vred relación de aspecto entre los volúmenes Vred y Vdif . Cap. 4

φ0 eficiencia cuántica de fluorescencia de la molécula en ausen-
cia de NPs

Cap. 5

φ eficiencia cuántica de fluorescencia de la molécula en presen-
cia de NPs

Cap. 5

ǫ(ω, ζ) función dieléctrica compleja que tiene en cuenta efectos del
tamaño de la NP.

Cap. 5
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śımbolo descripción 1ra. cita

ε(ω) constante dieléctrica del material en volumen. Cap. 5

εm constante dieléctrica del medio. Cap. 5

a radio de la NP esférica. Cap. 5

α(ω) polarizabilidad. Cap. 5

li factor de depolarización en el semieje i. Cap. 5

γ0
rad constante de desexcitación radiativa para la molécula aisla-

da.
Cap. 5

γ0
nr constante de desexcitación no-radiativa para la molécula ais-

lada.
Cap. 5

γem velocidad de emisión de una molécula fluorescente. Cap. 5

γexc velocidad de excitación. Cap. 5

GB=γem/γ0
em ganancia en el brillo con respecto a la molécula aislada. Cap. 5

γexc/γ0
exc ganancia en la excitación con respecto a la molécula aislada Cap. 5

φ/φ0 ganancia en la eficiencia cuántica de fluorescencia con res-
pecto a la molécula aislada.

Cap. 5

L=γabs/γ0
rad tasa de transferencia de enerǵıa a la NP. Cap. 5

GP=γrad/γ0
rad tasa de decaimiento radiativo. Ganancia en el número total

de fotones emitidos antes de fotoblanquearse con respecto a
la molécula aislada.

Cap. 5

h separación NP-molécula medida desde la superficie de la NP. Cap. 5

ελ coeficiente de extinción molar. Cap. 5

dc distancia medida desde el centro del volumen de observación
a la superficie del sustrato a partir de la cual el modelo de
una especie difundiendo ajusta los datos experimentales.

Cap. 6

Daparente coeficiente de difusión suponiendo un modelo de dos especies
difun diendo.

Cap. 6

zumbral distancia en la dirección de propagación del haz incidente,
medida desde la superficie y hasta el centro del volumen de
observación.

Cap. 6

Iafuera(x, ρ) distribución espacial de la intensidad de campo eléctrico en
las inmediaciones de una NP metálica.

Cap. 7
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śımbolo descripción 1ra. cita

Ndif número medio de moléculas en Vdif . Cap. 7

Nred número medio de moléculas en Vred. Cap. 7

τred = d2/D tiempo caracteŕıstico de difusión en un volumen de observa-
ción, Vred 2D Gaussiano-exponencial.

Cap. 7

d distancia caracteŕıstica de decaimiento de la función
Iafuera(x) en la coordenada x.

Cap. 7

β = 16α2Nred/N
2
dif amplitud de la función de correlación considerando un mo-

delo que tiene en cuenta la difusión de una especie a través
de dos volúmenes: Vdif 3D Gaussiano, y Vred 2D Gaussiano-
exponencial.

Cap. 7

κsolv conductividad térmica del solvente. Apéndice B

∆T/∆r gradiente de temperatura. Apéndice B

J flujo de enerǵıa. Apéndice B

Iabs intensidad de luz absorbida. Apéndice B

Asup la superficie en R3 que encierra el volumen de la NP. Apéndice B

Pinc la potencia incidente. Apéndice B

Ainc = πr2 area del spot del haz incidente. Apéndice B
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A todo el grupo de fotoqúımica del INQUIMAE, donde nunca me sent́ı sapo
de otro pozo!, bueno a decir verdad hubo algunos seminarios...digamos casi nunca.

A Marcia Levitus y a su grupo del Departamento de Qúımica y Bioqúımica
de la Universidad Estatal de Arizona, quienes hace 4 años me recibieron con los
brazos abiertos y me introdujeron en el mundo de FCS.

A Alejandro Colman-Lerner por las apasionadas discusiones cient́ıficas.

A todas las personas que d́ıa a d́ıa ponen mucho esfuerzo y trabajo para que
el Departamento de F́ısica sea el lugar que es. Un espacio libre, donde se pueden

143



debatir ideas y donde se puede hacer ciencia al mejor nivel.
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