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Variabili che influenzano la fluorescenza  

• Resa quantica 

• Tipi di transizioni nella fluorescenza 

• Effetti della rigidità strutturale 

• Effetti della temperatura e del solvente 

• Effetto del pH sulla fluorescenza 

• Effetto della concentrazione sull’intensità 
della fluorescenza 





N.B. 



Questo tipo di emissione è limitato ai processi di bassa energia 
 

 π*  π  
e 

 π*  n  

• Tipi di transizione  

• Efficienza quantica e tipi di transizione 

la fluorescenza è più frequentemente associata con le transizioni  
    π*  π   

perché queste hanno una vita media più breve e perché i processi di 
disattivazione che competono con la fluorescenza avvengono con minore 
facilità. 



• Fluorescenza e struttura 

 La fluorescenza più intensa e più utile è presentata da composti 
contenenti dei gruppi funzionali aromatici con dei livelli di 
bassa energia per le transizioni  π  π*. 
 

 Fluorescenza minore posso avere anche i composti contenenti 
gruppi carbonilici alifatici e aliciclici o strutture a doppi legami 
ad elevata coniugazione 
 

 La maggior parte degli idrocarburi aromatici non sostituiti dà 
fluorescenza in soluzione e l’efficienza quantica solitamente 
aumenta col numero degli anelli ed il loro grado di 
condensazione. 



• Effetti della rigidità strutturale 

La fluorescenza è particolarmente favorita nelle molecole che 
possiedono una struttura rigida. 



• Effetti della temperatura e del solvente 

 Nella maggior parte delle molecole l’efficienza quantica della 
fluorescenza diminuisce aumentando la temperatura, perché 
l’aumento della frequenza della collissioni a temperature 
elevate rende maggiore la probabilità di disattivazione per 
conversione esterna. 
 

 La fluorescenza di una molecola viene diminuita dai solventi o 
da altri soluti contenenti degli atomi pesanti 



• Effetto del pH sulla fluorescenza 

 La fluorescenza di un composto aromatico con dei sostituenti 
acidi o basici sull’anello dipende solitamente dal pH. 
 

 Sia la lunghezza d’onda che l’intensità dell’emissione saranno 
probabilmente diverse per le forme ionizzata e non ionizzata del 
composto. 
 

 I cambiamenti sono dovuti al numero diverso delle specie 
risonanti associate con le forme acide o basiche delle molecole: 
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4',6-diamidin-2-fenilindolo 8-anilino 1-naftalene sulfonato  

Biochimica 



Rodamina B 

per esame istologico  

multifunctional nanocomposite 

consisting of Graphene Oxide–

Iron Oxide -Doxorubicin (GO-

IO-DOX) 

 

In vitro cytoskeletal imaging with 

Rhodamine B displaying localized 

tumoricidal effects of  

( A ) control 

( B ) GO-IO-MH 

( C ) GO-IO-DOX 

( D ) GO-IO-DOX-MH.  



Graphene Oxide–Iron Oxide -Doxorubicin  



Perchè è importante in Biochimica ? 





Perchè è importante in Biochimica ? 



Analisi Quantitativa 

 

 



  

  

 

 



 



















... 

R R 

R 

R 

R 

= 







24

2

2

2

2
64

0

cos
2

1
16

d

n

n
r

II


 






















in soluzione possono essere presenti  inibitori della fluorescenza, cioè 
sostanze che attenuano la fluorescenza (quenching della fluorescenza) 
mediante meccanismo di tipo: 

Quenching    (‘’spegnimento’’) 

con formazione di un complesso non fluorescente tra il 
fluoroforo ed il quencher 

     Si trovano sparsi in soluzione e scontrandosi con 
     la specie eccitata, ne assorbono energia 

(dinamico) 
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Applicazioni della fluorimetria 













1-anilino-8-naftalene sulfonato 



4',6-diamidin-2-fenilindolo 

Bromuro di 3,8-diammino-5-etil-

6-fenilfenantridinio 



Applicazioni del quenching di fluorescenza 

Rivelazione e 

quantificazione di DNA 









Studio delle membrane cellulari 

quencher  idrofili  → quantificazione  dei triptofani facilmente accessibili al solvente 

  

quencher lipofili  permeano la membrana e si intercalano dentro di essa →  

quantificazione dei triptofani che costituiscono la componente apolare e normalmente 

non accessibile della proteina. 







Il quenching mediante ossigeno può essere usato con fluorofori apolari intercalati in 

membrane lipidiche, ad esempio per fornire informazioni sulla permeabilità dell’O2 

nelle membrane dei liposomi 

quenching della fluorescenza eseguito con quencher polari può fornire 

informazioni sull’equilibrio di ripartizione di piccoli fluorofori (come alcune 

tossine) tra la fase liquida e le membrane fosfolipidiche 

è possibile ottenere informazioni sull’equilibrio di ripartizione fase polare / fase 

apolare di alcune piccole molecole che agiscono come quencher (come alcuni 

anestetici), attraverso il quenching di fluorescenza di fluorofori presenti nella 

zona idrofila o nella zona lipofila delle proteine di membrana o di alcuni 

fosfolipidi. 

√ 

√ 
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donatore 

donatore ed accettore 

donatore ed accettore 



donatore e dell’accettore 

(quenching) 



donatore e accettore 



Trasferimento energetico di 

risonanza di fluorescenza  

(FRET) 







•una tecnica per misurare distanze inter‐ o intra‐molecolari 
nell’intervallo 1‐10 nm 



Il trasferimento energetico di risonanza 

di fluorescenza (FRET) è una 

interazione dipendente dalla distanza tra 

gli stati elettronici eccitati di due 

molecole di colorante fluorescente. 

 

L’ eccitazione è trasferita da una 

molecola donatore ad una molecola 

accettore senza emissione di un fotone. 

 

Il FRET è un trasferimento non radiativo 

di energia da un fluoroforo (il donatore) 

ad un altro (l’accettore) per interazione 

dipolo-dipolo.  

 

FRET è dipendente dall’inverso della 

sesta potenza della separazione 

intermolecolare, quindi utile per distanze 

dell’ordine delle dimensioni di 

macromolecole  



Cosa NON È il meccanismo 

FRET 
 

•L’energia NON è trasmessa da eventi di 

emissione di un donatore e di assorbimento 

di un accettore 

donatore accettore 



Cosa E’ il meccanismo 
del FRET  

 
•Invece, il trasferimento di energia avviene 
attraverso un’interazione coulombiana tra i 
momenti di transizione (dipolare) del 
donatore e dell’accettore 
  
 
•Nel caso di accoppiamento, la 
sovrapposizione di fluorescenza del donatore 
e l’assorbimento del accettore danno 
l’efficienza dell’effetto FRET. 



donatore accettore 

Accoppiamento FRET 
 
•Generalmente, si ha a che fare con un 
accoppiamento elettronico singoletto-
singoletto tra gli stati del donatore e 
dell’accettore. 
 



Il processo è schematizzato nell'immagine, che  riassume i vari 
passaggi della FRET:  
1. il donatore assorbe energia proveniente dall'onda luminosa e 

raggiunge uno stato eccitato (linea blu continua); 
 

2. il donatore può emettere fluorescenza o emetterne in quantità 
ridotta (linea azzurra tratteggiata), trasferendo per 
risonanza il resto dell'energia associata alla discesa dallo stato 
eccitato (linea nera); più precisamente, quando l'accettore è 
sufficientemente vicino perché il trasferimento di energia 
abbia luogo, esso perturba la fluorescenza del donatore 
(fenomeno detto di “quenching”); 
 

3. attraverso questo trasferimento di  
        energia di origine non luminosa,  
        l'accettore può assorbire  
         (linea verde tratteggiata); 
 
4.     l'accettore produce fluorescenza  
       (linea rossa continua). 



Accoppiamento FRET 
 
•Approssimiamo questo accoppiamento coulombiano 
come accoppiamento dipolo-dipolo 

dove μA e μD  sono i momenti di dipolo di  transizione 
del donatore e dell’accettore 





donatore 

dei momenti di dipolo 

in assenza del dell’accettore 

I 

FRET:  Velocità di trasferimento 



(R0) 



Distanza di 

Förster 

FRET:  Velocità di trasferimento 







CFP em 

YFP abs 







Requisiti per il FRET 
 

Per fare una misura FRET, si ha bisogno di  avere una coppia 
selezionata di coloranti fluorescenti che assicurino: 
 
–Separazione degli spettri di assorbimento tra donatore ed 
accettore 
 
–Grande sovrapposizione (>30%) tra la fluorescenza del 
donatore e l’assorbimento dell’accettore. 
 
–Fluorescenze del donatore ed accettore relativamente 
efficienti. 
 
–Separazione tra la fluorescenza del donatore e dell’accettore. 



Le proteine fluorescenti 



Cyan-FP 

Yellow-FP 
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Realizzazione di biosensori 

« » 





160-nucleotide P4-P6 domain of the Tetrahymena group I intron RNA 

Mg2+-induced tertiary folding of pyrene-labeled P4-P6 domain. 






