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INTRODUCCION

La extincién de fluorescencia {"quenching") multifluo
réforo ha sido empleada para obtener informacidn dindmica y
eétructura1 especialmente en muestras bioldgicas tales como
proteinas y dcidos nucleicos. i

La calidad de la informacidn obtenida viene restrin-
gida por la dificultad de obtener pardmetros individuales
(fracciones de fluorescencia, fi’ y constantes de extincidn,
Ki) de cada una de las familias de cromdéforos a partir de la
curva total Stern-Volimer.

Se presenta aqui un nuevo método mixto grdafico y numé
rico que permite separar al menos tres fracciones distintas
con diferente accesibilidad de 1a molécula extintora.

METODO

La ecuacidn de Stern-Volher para varios fluoréforos
independientes se puede expresar (1) como:
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donde F es la irtersidad 2= fluorescencia inicial y AF =
s

FO-F donde F o5 "2 inteas-ozd residual a una concentracién de

extintor Q.

La flucreszcencia tctal queda, pues, distribuida en frac
cciones tal que Z&Q:i . 31 una de estas fracciones, fo, es in-
i
accesible al extinzor (K. =C}, se puede comprobar ficiimente gue
! aF oo 4.
L, ——=z Zi b 1 4;
Qo ‘o #0 .
-Una ordenaca en e}l origen distinta de 1 en la represen

tacidn f%, ﬁs.i% nos permitird conocer la existencia de una
fraccidan no acczsible y su cédlculo.

Una vez s.straida la contribucidén no accesible, se abor
de el cdlculo ¢ las frscciones accesibles por medio de un pro
orama iterativc de minimos cuadrados no lineales (2). Hemos con
secuido con ei mismo buenos ajustes a dos frdacciones accesibles.
En Ja Fig. la se puede observar la curva de extincidn de fluores
cencia de tript6fano en lisozima utilizando acrilamida como ex-
tintor. Los puntcs experimentales {(e) han sido obtenidos direc-
tamente ce ia fic 4 de la referencia 3. La 1inea sobre los pun-
tos es el ajucste por minimos cuadrados del sistema utilizando
como fraccidn no accesible 0,20, obtenido de la ordenada en el
origen de la j;epresentacidn inversa, fig. 1b.
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