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Teoria della Fluorescenza

A temperatura ambiente la maggior parte delle molecole occupa il livello vibrazionale pil basso del livello

elettronico di base (Sy), I'assorbimento di luce porta a produrre stati eccitati della molecola. Il diagramma

semplificato seguente mostra I'assorbimento di un fotone da parte della molecola al fine di produrre il
primo stato eccitato S;.

1 L’eccitazione pud portare la molecola a raggiungere qualsiasi

sub-livello vibrazionale associato ad uno stato elettronico

_.| eccitato. Poiché I'energia viene assorbita come quanto, questo

K-_ dovrebbe tradursi in una serie distinta di bande di

veitation T assorbimento. Tuttavia, il semplice diagramma mostrato

scitalion . . . . . . s . .
trascura i sub-livelli rotazionali associati a ciascun livello

\ vibrazionale, sub-livelli che normalmente aumentano il numero
Sround \ R di possibili bande di assorbimento a tal punto che diventa
State (3,) e impossibile risolvere le singole transizioni. Per questo motivo, la
E_“_ maggior parte dei composti ha uno spettro di assorbimento

Exeited
State {54

piuttosto allargato, piuttosto che discreto.

Avendo assorbito energia e raggiunto uno dei maggiori livelli
vibrazionali di uno stato eccitato, la molecola perde rapidamente il suo eccesso di energia vibrazionale
grazie alle collisioni con il solventee scende al livello vibrazionale piu basso dello stato eccitato. Inoltre,
quasi tutte le molecole che occupano uno stato elettronico superiore al secondo (S,) subiscono
conversione internae passano dal livello vibrazionale piu basso dello stato superiore ad un livello
vibrazionale piu elevato di uno stato eccitato inferiore avente la medesima energia. Da |i le molecole
nuovamente perdono energia fino a raggiungere il livello vibrazionale piu basso del primo stato eccitato
(S1). Da questo livello, la molecola puo ritornare ad uno qualsiasi dei livelli vibrazionali dello stato
fondamentale, emettendo la sua energia sotto forma di fotone di fluorescenze questo processo
avviene per tutte le molecole che hanno assorbito luce, allora I' efficienza quantica della soluzione sara
massima, cioe efficienza 1. Se, invece, vengono seguite anche altre vie di diseccitazione, allora I' efficienza
guantica sara minore di uno e al limite nulla.

La transizione che dal livello vibrazionale piu basso nello stato elettronico fondamentale porta al livello
vibrazionale piu basso nel primo stato eccitato, la transizione 0-0, € comune ad entrambi i fenomeni di
assorbimento e di emissione, mentre tutte le altre transizioni di assorbimento richiedono piu energia
rispetto qualsiasi transizione nella emissione di fluorescenza.

Possiamo quindi aspettarci che lo spettro di emissione si sovrapponga parzialmente allo spettro di
assorbimentoin corrispondenza della lunghezza d'onda corrispondente alla transizione 0-0, mentre il resto
dello spettro di emissione sia ad energia inferiore, o lunghezza d'onda maggiore.

In pratica, le transizioni 0-0 negli spettri di assorbimento ed emissione di rado coincidono esattamente, la
differenza rappresenta una piccola perdita di energia per interazione della molecola assorbente con le
circostanti molecole di solvente. Questa differenza viene chiamata“a 12 {1 Sa a KA Fi ¢

<em ><a Aa e Aem sono i picchi degli spettri di assorbimento ed emissione.

15998 CHF

\ntersity

wavelength

9aSYLIA2 RA a{d21Sa {KATF(E
Spettri di assorbimento ed emissione di Arancio di AcridinaSi nota che la differenza tra i massimi &
piuttosto contenuta : stokes shift = 537 — 525 = 12nm
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L'assorbimento di energia per produrre il primo stato eccitato perturba poco la forma della molecola e
questo significa che la distribuzione dei livelli vibrazionali dei primi stati eccitati € molto simile a quella dello
stato fondamentale. Le differenze di energia tra le bande dello spettro di emissione saranno simili a quelle
nello spettro di assorbimento e spesso lo spettro di emissione sara approssimativamente una immagine
specularedello spettro di assorbimento.

A %‘ 1 /.\i Mirror Rule I.'m"“n,l ,--\ Max Em. 620nm
o ! lfl ." 1 u
g : \ i J."‘ T s !|'!. Max Abs. 620nm
: [y 2 b rd 1
|

N, A
180 420
Wavelength inm)

(e
400

IS S T Y

0

Esempio di spettrspeculari

Spettri di assorbimento ed emissione della ematoporfirina. 1l primo picco di assorbimento e quello di
emissione coincidono quasi perfettamente tra loro. La forma dei due spettri inoltre segue fedelmente la
regola della immagine speculare

Poiché I'emissione della fluorescenza avviene sempre dal livello vibrazionale piu basso del primo stato
eccitato, la forma dello spettro di emissione & praticamente sempre la stessache cambiando la
lunghezza d'onda della radiazione di eccitazione. Questa € nota come la legge di Kasha.

550 600 650

|

R

ALISGAIONR RA
Spettri di emissione della fluoresceina | massimi e la forma degli spettri coincidono nonostante le due
differenti lunghezze d’onda di eccitazione. Nel secondo spettro sono visibili sia I'emissione anti-stokes (shift
negativo) che I'emissione stokes (shift positivo).

9aSYLAZ2 RA SYrAaaarzysS SOOAGIl GA

La regola di Kasha non si applica sempre, viene violata per numerose molecole semplici, un esempio ¢ la
molecola di azuleneche emette fluorescenza dalla transizione S,-S, invece che dalla solita transizione S;-Sp.
Per i dettagli si veda il paragrafo sull’olio essenziale di camomilla ricco di azulene.

La fluorescenza & soprattutto influenzata dalla struttura della molecola. Per esempio le molecole rigide che
presentano doppi legami coniugafiben si adattano alla fluorescenza : in particolare le molecole dove ci
sono strutture aromatiche, in cui il fenomeno della risonanza dei doppi legami ¢ distribuito lungo tutta la
struttura, quando eccitate danno luogo ad transizioni a m = 1t *, e quindi facilitano la fluorescenza.

NEFNITN

Conjugated double bonds
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Spettrometro a Reticolo di Diffrazione

Collimatore

/)’:\ — |

{ Reticolo

R
= Fenditura

Dettaglio della fenditura micrometrica @ista dellospettrometro assemblato

Schema costruit/o dello spettrometro:

Collimatore

Reticolo

Obiettivo telecamera
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Schema Spettrometro diltorescenza

Laser a 405nm
Laser a 532nm
Laser a 650nm
lampada wood 370nm

Spettrometro

Cella porta ‘ *. Cella porta
' cuvette

Schema costruttivo con i laser di
eccitazione e la cellporta-campione

Esempio di fluorescenza di un campione (oRaiva) contenuto
in cuvette ed eccitato da laser viola a 405nm.
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Sorgenti di Eccitazione dellduérescenza

Laser viola

Potenza: 20mW

Lunghezza d’onda: 405nm
Corrente: <280mA @ 2.9 ~ 3V input
Colore: blu violetto

Laser verde

Potenza : 30mwW
Lunghezza d’onda: 532nm
Tensione: 2.9 ~ 3V input
Colore: verde

Laser rosso

Potenza: 5mW

Lunghezza d’onda: 650nm
Tensione: 2.9 ~ 3V input
Colore: rosso

Lampada di Wood
Lunghezza d’onda : 370nm
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Clorofilla

La clorofilla (di qualsiasi tipo) presenta colore verde-giallastro, come
visibile da una semplice cromatografia su carta. Da un punto di vista
fisico, questo vuol dire che la clorofilla assorbe tutto le lunghezze
d'onda dello spettro visibile tranne quelle in prossimita dei 490-590 nm.
Nel periodo autunnale la concentrazione di clorofilla
nel fogliame diminuisce, quindi questo assume una colorazione bruno-
rossiccia, che & data dalla presenza dei carotenoidi.

La misurazione dello spettro di assorbimento (ovvero del colore) della
clorofilla viene svolta con metodiche di spettrofotometria.

La misura dell'assorbanza della luce € complicata dal solvente utilizzato
per estrarre la clorofilla dalla materia vegetale, il che influenza i risultati ottenuti;

| picchi di assorbimento della clorofilla A sono a 665nm e 465nm. La clorofilla A diviene fluorescente a 673
nm. Il fatto che le clorofille A e B abbiano degli spettri di assorbimento differenti si traduce in un migliore
assorbimento della radiazione solare per la fotosintesi clorofilliana.

La soluzione alcolica di clorofilla posta in analisi & stata ricavata dalla macerazione delle foglie di spinaci in
etanolo al 95%

400 600 000 700 200 200 1000
—eo - -
| | |
| | | | |
| | J l
| | |
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= |
400 :500 §00 ‘700 800 ‘900 1‘000
| | | |
i = s e |
|
|

Clorofilla B

Clorofilla A

350 400 450 550 800 650 700
[

Dettaglio

—
e

Spettri di assorbimento (in trasmissione) di clorofilla disciolta in etanolo 95%

Viene trasmessa la banda del verde dai 500 ai 600nm ca. Vi sono quindi due bande di assorbimento, una sul
rosso ed una sul blu. Sul rosso i minimi tra 600nm e 700nm corrispondono ai picchi di assorbimento della
clorofilla A e della clorofilla B. Anche I'andamento sulla banda del blu si spiega con la somma degli
assorbimenti dei due tipi di clorofille.
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450

Eccitazione

408

Fluorescenza
Clorofilla A

800

Eccitazione

Diffusione
REINE

Fluorescenza
Clorofilla A

800

Fluorescenza
Clorofilla A

| : Spettro di fluorescenzali Clorofilla eccitata da emissione laser a 405nm.
Picco di emissione della Clorofilla A centrato a ca 670nm con spalla a ca 700nm e coda fino a 740nm.

Il Spettro di fluoresenzaeccitato da emissione laser a 532nm.

Picco di emissione a ca 670nm della Clorofilla A.

[l : Spettrodi fluorescenzaeccitatoda emissione laser a 650n.

Picco di emissione a ca 670nm della Clorofilla A
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Fluoresceina Sodica

La fluoresceina sodicdo sale sodico della fluoresceinao uranina) é
un indicatore.

A temperatura ambiente si presenta come un solido rosso-bruno inodore,
che emette una intensa fluorescenza nella gamma 520-530 nm (di colore
giallo-verde, molto caratteristica) quando viene eccitata daraggi
ultravioletti a 254 nm e nella gamma del blu (465-490 nm).

Trattandosi di un colorante attivo anche ad elevatissime diluizioni, viene
utilizzato in speleologia per individuare rami di corsi d'acqua sotterranei che,

scomparendo nel sottosuolo per ricomparire altrove, diventerebbero problematici da seguire. Per questo
tipo di applicazione, una certa quantita di fluoresceina viene disciolta nel corso d'acqua che si addentra nel
sottosuolo e, successivamente, si cercano corsi d'acqua che a loro volta sono stati colorati.

Spettro di assorbimentalella fluoresceina diluita in acquaSecondo spettro con dettaglio zona UV

400
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400 460 800 650 800 oso 700

N N A S LA

Spettro di fluorescenza dellluoresceinadiluita in acquaeccitata da emissione UV e da laser a 532nm

Eccitazione

450

500 660 600 650 700 750

L

Emissione :
Anti-Stokes Stokes

650 700 750

Emissione
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Clorofille

Carotenoidi
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Si notano i picchi di assorbimento nella banda del rosso a ca 660-670nm e nella banda del blu, inferiore a ca
500nm. L’assorbimento dell’olio d’oliva & dovuto a carotenoidi e clorofille.

Clorofilla A

Eccitazione

Clorofilla A

{LSGGIGNR RA Ftdz2NB&aOSyil I RSttQ2tA2 RQ2ftADE SOOAGI
laser a 532nm (secondspettro)
Il picco a 680nm & dovuto al contenuto in clorofilla A
400 550 800 850 ‘700 750
Emussuon.e. Clorofilla A (?|IO Oliva dopo
da perossidi riscaldamento
411 ma r ‘ \\ [664]

{ LIS G G NB

RA

Ttd

2NBaoOSyl |

RSttt Q2f A2

RQ2f AQlI az2il2LX

emissione UVRisulta diminuita la fluorescenza dovura alle clorofille mentre & comparso il segnale della
presenza dei perossidi da degradazione termica degli acidi grassi.

Fluorescenza - 14/07/2015- Pag. 11



ProtoPorfirina (Guscio Uovo)

Le protoporfirine sono tetrapirroli contenenti le seguenti catene laterali:

I metile
I acido propionico
 vinile

La protoporfirina__IX & una porfirina particolare che sfrutta cationi _metallici
bivalenti, in particolare Fe++, per trasportare piccole molecole come O2. Insieme al
catione Fe++ costituisce il nucleo del Gruppo eme della emoglobina, mioglobina e
molti_altri enzimi. Insieme con lo ione magnesio (Mg 2+) costituisce la parte
principale della clorofilla. Insieme allo ione zinco (Zn 2+) forma la zinco protoporfirina.

Il numero (ad esempio IX) indica storicamente la posizione di diverse catene laterali, ma, dato che la
nomenclatura é nel frattempo cresciuta, viene utilizzato solo in misura parziale.

La protoporfirina IX & un diretto precursore dell’eme e si accumula nei pazienti che soffrono di protoporfiria
eritropoietica, che & una delle malattia genetiche riguardanti la biosintesi dell’eme. Questa malattia causa
una grave fotosensibilita nei confronti della luce visibile.

La sensibilita della protoporfirina IX nei confronti della luce viene anche usata come terapia contro diverse
forme di cancro (terapia fotodinamica, PDT).

Le protoporfirine vengono depositate nel guscio delle uova di alcuni uccelli sottoforma di pigmenti marroni
o0 rossi, sia come colore uniforme che come puntinatura.

Le protoporfirine rafforzano il guscio dell’'uovo, e vengono depositate laddove il guscio € pil sottile a causa
della penuria di calcio. La puntinatura del guscio tende quindi ad essere maggiore laddove il suolo € povero
di calcio, ed anche nelle uova che vengono deposte per ultime.

La_soluzione di protoporfirina posta in analisi & stata ricavata dallo scioglimento in acido cloridrico di
frammenti di guscio d’uova.

Spettro di assorbimento della protoporfirina

400 500 600 700 800 900

Spettro di fluorescenza della protoporfirina eccitata @gmissione UV

400 450 500 550 700 750

Eccitazione

Banda di fluorescenza a 605nm
Banda di fluorescenza a 662nm
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Riboflavina (Vitamina B2¢ Piridossina (Vitamina B6)

9 La riboflavina &€ un composto eterociclico ottenuto da una molecola
HC ﬁ\m di flavina cui & legata una catena formata da ribitolo. E un composto di colore
Hzcj@:: \/Ko giallo poco solubile in acqua, stabile al calore e fluorescente gualora sottoposto
HO_CH, aluce ultravioletta. Lapiridossing il piridossale e la piridossamina (e i
HO o corrispondenti esteri fosfati tra cui il pil noto e il piridossalfosfato) sono le
- forme con cui si presenta la vitamina B6.
400 450 500 550 800 850 700 750

Eccitazione

Piridossina

409 ik 4 [533]

Spettro di fluorescenza di composto mitivitaminico con

vitamine del gruppo B eccitata da emissione UV

Piranina

{507}

Spettro di fluorescenza di piranina in etanokxcitata da emissione UV

o Na' La Piranina € un colorante fluorescente idrofilico, sensibile al pH
O*ajnjO appartenente al gruppo di sostanze chimiche note con il nome di
arilsolfonati. La piranina & solubile in acqua e trova applicazioni come agente

'ﬁ ‘ ~ng"| colorante, come colorante biologico, reagente ottico e indicatore di pH. La
O‘*"F c=0 piranina viene inoltre utilizzata negli evidenziatori gialli, dando loro la

QG E caratteristica e brillante tinta giallo-verde fluorescente. Viene anche utilizzata
in alcuni tipi di saponi.
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Acqua di colonia

350

400 450 ‘ 550 600 650
|

Spettro di fluorescenza di acqua di colonia eccitata da emissione UV.

La fluorescenza é dovuta alla cumarina

Eccitazione

Composto Shiancante

| 3
Spettro di fluorescenza dello sbiancante contenuto in detersivo eccitato da emissione UV a ca 370nm
Dallo spettro si puo dedurre la presenza di sostanze del tipo stilbeni

Chinino

300

I" !

400

500 600 700 800
|
|
|

| |

Spettro di fluorescenza del chinino (acqua tonica) eccitato da emissiodeal370nm (lampada wood).

Il chinino, formula chimica C20H24N202, & un alcaloide naturale avente
proprieta antipiretiche, antimalariche e analgesiche. Da letteratura il picco di
emissione da fluorescenza del solfato di chinino & di 450nm.
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