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(a)Esqguema del volumen de excitacion

(b)Se miden las fluctuaciones de intensidad en funcion del

tiempo.

(c) Se calcula la funcion correlacion
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Introduccion FCi



ores tipicos de trabai“

Volimen confocal O pum?®

Concentracionesl] nM

Resolucion espacial [J 500
nm

Caracteristica de la técnica:
MODELO DEPENDIENTE a la hora de
interpretar los datos

!

Modelado de la funcion correlacion




ropuesta: nanoantenaa

Moléculas
Solumon\ fluorecentes
O o A/

,

 Para mejorar la
resolucion se .
propone la utilizacion e /.
de nanoparticulas :
metalicas

lluminacion

* Se generan dos confocal
nuevos volumenes de
excitacion

Objetivo

Excitacion

Detector I

Apertura confocal



ple para la funcion

correlacion

 En el caso confocal, se
pueden aproximar los
volumenes por gaussianas
3D, con simetria de
revolucion®.

e Se consideran dos
volumenes de excitacion. El
pequeno tiene un factor de
Intensificacion a (en
Intensidad)

Esquema de los dos

° Se Obtieﬂe una eXpreSién voliumenes de excitacion
analitica para la funcion
correlacion.

*Rigler et al. 1993



ple para la funciéon

correlacion.
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Difusion en el
volumen pequeno



ccion NP-moléculas
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 ° es la eficiencia cuantica “intrinseca” de
fluorescencia de la molécula, cuando se la
considera un sistema aislado.

e v = constante de velocidad de los distintos
procesos (radiativos, no radiativos y fotoblanqueo)



cion NP-moléculas
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 Con NP: aparece un
mecanism_o_ no r_a}diativo = Yrad + e + 15 + Yabs
extra: la disipacion a

través de la NP. Normalizo y uso la
ec de @°
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Ganancia en briII“

 |a velocidad de emision de una molécula
fluorescente, y_, depende de la velocidad de

excitacion, y__, y de la eficiencia cuantica @:

Yem = Yezc @

* La ganancia en brillo se define como

Yem  Vewe O Competencia entre
5 = ' guenching e

GB = | 0 0
Yem  Vexe @ intensificacion




dos: NP+molécula

fluore‘s‘gﬁ“
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dos: NP+molécula

fluore‘s‘gﬁ“

e S| cambia la orientacidon de la molécula

NP oro

radio =40 nm
medio = agua
o =1
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ados: NP+molecula
fluorescente.:
« Dependencia de la GB con ¢°:

- Se fija el material y la geometria de la NP la ganancia
en la excitacion queda determinada.

- Solo queda modificar la ganancia en la eficiencia
cuantica, que depende de @°
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dos: NP+molécula

fluor_eM

e Contraste y resolucion espacial
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Aumenta GB Disminuye el maximo de GB



dos: NP+molécul
fluore

 Gréafico de disefio: como elegir ¢°
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ado para la funcion
correlacion..

La presencia de NP
genera dos volumenes
adicionales de
excitacion, 2y 3,
sumado al confocal 1

* Se grafica la intensidad




correlacion completa

» La distribucion espacial de la fluorescencia
colectada se puede aproximar por

6_2 (224y?) /w3, e—ﬂ:/d_l_e—Q (z24y?)/wd, 8_232’/&%2

My
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Intensificacion Vied Vi |
* Esto da lugar a la funcion correlacion
G(T) = ({j\rdq ! ) (fﬂ+f1 _|_f2)

4\/%> TR <B"'T’.r'ed>

. fo: independiente de a. Difusionen V_.

» f1. proporcional a a. Describe la correlacion
entreV_yV .

. f2: proporcional a a®. DifusiénenV_ .



Aproximaciﬁ’

* Con parametros realistas para los volUmenes
de excitacion, el término mas importante en
G(1) es 12, lo que simplifica la expresion

(+ ) [5%* (1-27) I'f"’ \E)




ados experimental

Rosa de bengala/glicerol
¢°=0,02
_C=1s0pM

1mlE - 51E - '4'1““'E . 30 0' 1
T [seq]

Se aumento la concentracion un factor
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Conclusionei

e Se propone una técnica para realizar FCS en
campo cercano, utilizando NP metalicas

e Se estudid la emisidon de moléculas
fluorescentes en precencia de NP metalicas.

 Se modela la funcidn correlacion para el caso
propuesto.

* Se obtienen resultados experimentales que
muestran un factor de aumento en la
concentracion de trabajo cercano a 10000.



Muchas gracias
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