


Beginning in 1972, Elson, Magde, and Webb published a series of papers describing a 

fluorescence-based analogue of DLS.

FCS

DLS development occurred in the late 1960s and early 1970s

DLS

Fluorescence intensity fluctuations that could be  analyzed in much the same way as 
the DLS signal. 

Introduction



Signal or Intensity Generation
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Relembrando - Notas de aula da Carla



Fluorescence

CEF(r) is the collection efficiency function of the instrument as a function of position (r)



2. Experimento de Espectroscopia 
de Correlação de Fluorescência
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Monodisperse Systems

Efeito do tamanho das partículas na curva de Autocorrelação
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Efeito do tamanho das partículas na curva de Autocorrelação



Espectroscopia de Correlação de Fluorescência

Autocovariância



Fluorescence Correlation Spectroscopy 



FCS x DLS

FCS DLS

Interesse Flutuações da intensidade de 
emissão fluorescente

Flutuações da intensidade de 
luz espalhada elasticamente 

Motivo das flutuações Movimento Browniano das 
partículas em solução
+ mudanças conformacionais
e reações químicas ou 
fotofísicas

Movimento Browniano das 
partículas em solução

Informações obtidas a partir 
das funções de 
autocorrelação

Coeficiente de Difusão, 
constantes cinéticas, 
concentração da dispersão, 
número de moléculas, 
polidispersão e massas 
moleculares

Coeficiente de difusão, raio 
hidrodinâmico médio, 
polidispersão

Concentração das amostras 
(regime diluído)

~ nM ~ mM



Aplicação: Detecção de difusões 
heterogêneas 

� Na década de 90 a um série de
trabalhos evidenciaram
heterogeneidades em membranas
biológicas e membranas modelos

•

�A composição de domínios
distintos em membranas reais foi
observada, principalmente por
microscopia de fluorescência e a
evidência de domínios resistentes a
solubilização por detergentes.

� Esses resultados tem sido
interpretados por modelos que
abrangem, non-ideal mixing e
transições de fase de segnda ordem
e ordem superiores.

Feigenson and Buboltz, 2001 



� É sabido que as membranas
naturais são compostas por uma
mistura de componentes PC,PE, PS,
Sph, Chol

�O Chol (esterol) apresenta
propriedades importantes nessas
misturas.

�Composições ternárias
(DLPC:DPPC:Chol) apresentam
coexistencia de phases Lo e Ld.

�Pergunta: Há coexistencia de
domínios, os quais são inferiores a
resolução óptica do microscópio?

Aplicação: Detecção de difusões 
heterogêneas 

Feigenson and Buboltz, 2001 



�Estudo por FCS de duas
sondas, que particionam
diferentemente nas fases Lo
e Ld.

�Dio-C18:2 => Ld

�DiI-C20:0 => Lo

Aplicação: Detecção de difusões 
heterogêneas 

Korlach, et. al. 2005 



� Foi identificado que para frações
molares acima χDPPC > 0.8 a sonda
presente na fase Lo apresenta
uma difusão tres vezes mais lenta
que que a sonda na fase Ld.

Aplicação: Detecção de difusões 
heterogêneas 

Korlach, et. al. 2005 



Diagrama de Jablonski
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