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CHEMILUMINESCENZA 

5-ammino-2,3-diidro-1,4-ftalazindione 



bis-N-metilacridinio nitrato 

È usato per le sue proprietà di chemiluminescenza, come marcatore 

dell'anione superossido O2
- in biochimica 





la transizione di uno stato 

fondamentale di singoletto (S0) al 

primo stato di tripletto eccitato (T1) ha 

una scarsissima probabilità di 

avvenire in quanto è una transizione 

proibita (regole di selezione). 

La fluorescenza avviene con un tempo 

dell’ordine di nanosecondi, invece la 

fosforescenza, a causa della lentezza delle 

transizioni S→T e T→S (transizione 

proibita), ha tempi che vanno dall’ordine 

dei millisecondi fino ai minuti. 



Le molecole nello stato S1 emettono fotoni di varia energia a seconda del 
sottolivello vibrazionale (dello stato S0) implicato nel processo di transizione 



Sia che il sistema venga eccitato verso lo stato S1 o verso lo stato S2, si ottiene lo 
stesso tipo di spettro di emissione fluorescente, in quanto esso trae origine solo 
dallo stato S1. 

La molecole che hanno raggiunto 

lo stato S2, devono raggiungere lo 

stato S1, prima di poter emettere 

fluorescenza. 

 

Lo stato S2 possiede numerosi 

sottolivelli vibrazionali; tutte le 

molecole che vengono a trovarsi 

nello stato S2 cadono o si rilassano 

al sottolivello v0 dello stato S2, per 

rapido rilassamento vibrazionale. 

 

In questo processo l’energia 

vibrazionale in eccesso viene 

trasferita via collisioni. 







tempo di rilassamento 



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. 



Il fenomeno della fluorescenza è legato all’assorbimento di radiazioni ultraviolette con λ>250. 
Radiazioni a lunghezza d’onda inferiore hanno sufficiente energia da comportare la disattivazione 
degli stati eccitati mediante meccanismi diversi. Raramente si osserva perciò la fluorescenza 
dovuta a transizioni σ→σ*.  

 
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 la resa quantica di questo tipo di transizione è maggiore e perché c’è una maggiore 
probabilità che avvenga (la vita media dello stato eccitato è di 10-9-10-7 s contro i 10-7-10-5 s 
dello stato eccitato di una transizione n→π*) sia perché i processi che competono con la 

fluorescenza avvengono con un minor facilità.  

Infatti il coefficiente di estinzione molare della transizione n→π*, che rappresenta una misura 

della probabilità che la transizione avvenga, è da 100 a 1000 volte minore di quella della 
transizione π→ π*. 



• 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 possono 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 

Nelle molecole flessibili c’è una maggiore probabilità che avvenga un processo di conversione 
interna con conseguente disattivazione non radiante.  
Quindi, in generale, la fluorescenza è particolarmente favorita nelle molecole che possiedono 
una struttura rigida. 

> 

L'efficienza quantica del bifenile è di circa 0.2 mentre quella del fluorene è quasi 1.0 

 

La rigidità abbassa la velocità di rilassamento non radiativo così il rilassamento per 

fluorescenza ha tempo sufficiente per avvenire.  

In alternativa, per aumentare la rigidità strutturale di una molecola flessibile si 

può farla adsorbire su una superficie solida oppure formare chelati a struttura 

rigida. 



• Effetti della temperatura e del solvente 

 Per la maggior parte delle molecole l’efficienza quantica della 
fluorescenza diminuisce aumentando la temperatura, perché l’aumento 
della frequenza delle collissioni a temperature elevate rende maggiore la 
probabilità di disattivazione per conversione esterna, cioè per collisione 
delle molecole con quelle del solvente e degli altri soluti presenti in 
soluzione. 
 

 La fluorescenza di una molecola viene diminuita da alcuni solventi o da 
altri soluti contenenti, per esempio, degli atomi pesanti (p.e.: CBr4 e Et-I). 



• Effetto del pH sulla fluorescenza 

 La fluorescenza di un composto aromatico avente dei sostituenti acidi o basici 
sull’anello dipende solitamente dal pH che può influenzare l’assetto elettronico 
della molecola; ad es. molti fenoli sono fluorescenti a pH neutro o acido e non lo 
sono a pH alcalini 
 

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

 I cambiamenti sono dovuti alle quantità diverse delle specie risonanti associate 
con le forme acide o basiche delle molecole: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 La possibilità di più forme di risonanza rende stabile lo stato eccitato e favorisce 
il fenomeno della fluorescenza. 



 

Q è la resa quantica 

• Effetto della concentrazione:  
 
l’emissione fluorescente aumenta con la concentrazione in modo lineare 
solo per valori bassi di quest’ultima. 
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In HPLC 



1 11.2 Naftalene 

2  14.5 Acenaftene 

2 14.5  Fluorene 

3 15.1 Fenantrene 

4 16.2 antracene 

5 17.1 fluorantene 

6 18.0 pirene 

7 20.3 benz(a)antracene 

8 20.9 crisene 

9 23.1 benzo(b)fluorantene 

10 24.6 benzo(k)fluorantene 

11 26.5 benzo(a)pirene 

12 29.2 dibenzo(a,h)antracene 

13 31.3 benzo(g,h,i)perilene 

14 33.3 indeno(1,2,3-cd)pirene 

IPA standard 
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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.  

Rhodamine B è spesso utilizzata 

come colorante tracciante in acqua 

per determinare la velocità e la 

direzione del flusso e del trasporto nei 

tessuti.  

I coloranti di rodamina sono 

fluorescenti e possono quindi essere 

rilevati facilmente e a basso costo. 



Graphene Oxide–Iron Oxide -Doxorubicin  



Perchè è importante in Biochimica ? 





Perchè è importante in Biochimica ? 



Analisi Quantitativa 
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In soluzione possono essere presenti  composti inibitori della fluorescenza, cioè 
sostanze che attenuano la fluorescenza (quenching della fluorescenza).  
 
Le reazioni di quenching dei soluti sono uno strumento molto prezioso per lo studio 
delle proteine, di membrane e altri assemblaggi macromolecolari, fornendo 
informazioni sulla posizione dei gruppi fluorescenti nella struttura molecolare 
esaminata. 
 
N.B.: Un fluoroforo che si trova sulla superficie di una struttura di questo tipo sarà 
relativamente accessibile ad un quencher. Al contrario, un fluoroforo localizzato 
all’interno di una struttura macromolecolare sarà meno accessibile. 
 
Pertanto, l'esperimento di quenching può essere utilizzato per sondare le 
caratteristiche topologiche/conformazionali della struttura esaminata e per rilevare 
cambiamenti strutturali che possono essere causati da aggiunta di composti esterni 
o da un variazione delle condizioni fisiche.  
 
Nei comuni esperimenti di quenching, il quencher viene aggiunto in un secondo 
momento alla soluzione contenente il fluoroforo.  
 
L'analisi della dipendenza dalla concentrazione del quencher dell'intensità della 
fluorescenza F, della resa quantica   o del tempo di vita , fornisce informazioni 
quantitative sull'accessibilità del cromoforo all'interno della soluzione macro o 
supramolecolare. 

Quenching    (‘’spegnimento’’) 



A seconda della natura chimica dell'agente di quenching e del cromoforo, si 
possono distinguere due forme di quenching: dinamico o statico. 

Quenching 

(dinamico) 

STATICO 
Molecole in soluzione che reagiscono con lo stato 
fondamentale producendo un complesso non 
fluorescente impedendo così il raggiungimento 
dello stato eccitato. 
Aumentando la concentrazione del quencher 
diminuisce F o , ma  non cambia 
 
 
DINAMICO (o collisionale) 
Molecole in soluzione che reagiscono con lo stato 
eccitato depopolandolo. 
Si trovano sparsi in soluzione e scontrandosi con 
la specie eccitata, ne assorbono energia. 
Competono con il processo di deattivazione. 







0 



i 

i i 



  i 

i 

i 

i 

i 

M° 

M 

i 

= 
1 



   QKQ
kk

k

I

I
SV

nrr

Q

FQ

F 


 11

KD 

KD 

KD 



M0 

M 

M0 

M 

   QKQ
kk

k

I

I
SV

nrr

Q

FQ

F 


 11 KD 

La dipendenza dalla concentrazione del quenching dinamico o collisionale è descritta 

dall'equazione di Stern-Volmer 

L'intensità può essere misurata in funzione 

del quencher (o di altri agenti aggiunti, come 

protoni o co-solventi) per ottenere 

informazioni sull'accessibilità dinamica e 

altre relazioni tra gruppi vicini 



Da considerazioni fisiche, la costante di quenching kq può essere espressa 
come: 
 
kq = 4 D r N’ 
 

dove  è l'efficienza della reazione di quenching, D è la somma dei 

coefficienti di diffusione del quencher e del cromoforo, r è la somma dei 
raggi molecolari del quencher e del cromoforo e N’=6,02·1020 (numero di 
molecole per milimole). 
 
Il coefficiente di diffusione di ogni specie i può essere espresso dalla 
relazione di Stokes-Einstein: 
 
Di = kT/6  ri  
 

dove k è la costante di Boltzmann e   è la viscosità della soluzione. Ne 
consegue che la costante di quenching aumenta con l'aumentare della 
temperatura T per effetto della diffusione sul quenching dinamico. 



Un altro meccanismo di quenching dinamico della fluorescenza è legato alla 

natura chimica del cromoforo e del quencher. 

 

I quencher contenenti alogeni o metalli pesanti aumentano la velocità del 

processo IC (generalmente indotto da un meccanismo di accoppiamento spin-

orbitale). 

 

Il quenching dell’acrilammide dei triptofani nelle proteine è probabilmente 

dovuto al trasferimento di elettroni dallo stato eccitato dell'indolo 

all'acrilammide. 

 

In altri casi un fluoroforo può essere «quenciato» simultaneamente sia per 

quenching dinamico che statico. La caratteristica del quenching misto è che il 

grafico della dipendenza della resa quantica dalla concentrazione o dei rapporti 

di intensità mostra una curvatura verso l'alto.  

 

In questo caso l'equazione di Stern-Volmer  

deve essere modificata, ottenendo un'equazione  

del secondo ordine in [Q]. 



Il quenching statico della fluorescenza dipende dalla formazione di un complesso non 

fluorescente tra il fluoroforo e il quencher. 

 

Una forma modificata dell'equazione di Stern-Volmer che descrive i dati di quenching 

quando sono presenti sia il quenching dinamico che quello statico ha la forma seguente: 

 

F0/F = (1 + kqτ0[Q]) (1 + KD[Q]) 
 

KD è la costante di equilibrio per la formazione del complesso. 

 

Il quenching dinamico è un processo che compete  

con l'emissione per il depopolamento dello stato eccitato;  

di conseguenza, il tempo di vita della fluorescenza  

diminuisce in proporzione alla resa 

 

Il quenching statico riduce solo la resa, poiché il tempo di  

vita dei fluorofori non complessati rimane costante.  

 

In nessun caso, tuttavia, è possibile una curvatura verso  

l'alto nei diagrammi di Stern-Volmer, a meno che  

non agiscano due modalità di quenching, statico e dinamico,  

sulla stessa popolazione. 

K’D = 

K’D  



Quenching di proteine 
 
Uno degli obiettivi principali degli studi biofisici sulla struttura e sulla funzione delle 
proteine è quello di identificare i domini proteici che sono responsabili dell'interazione 
dell'intera proteina con leganti fisiologicamente rilevanti.  
 
Le proteine contengono di solito diversi residui di triptofano, che possono essere 
distribuiti nei diversi domini proteici.  
 
Poichè ognuno di questi residui di triptofano è situato in un ambiente diverso, ogni 
residuo potrebbe presentare un diverso profilo di decadimento della fluorescenza e 
un'accessibilità diversa alle molecole di quencher.  
 
Utilizzando la spettroscopia di fluorescenza, può essere determinato con un'elevata 
accuratezza il tempo di decadimento   del triptofano in proteine. 







Lo spettro di emissione della catena laterale indolica del triptofano è 
molto sensibile alla polarità dell'ambiente in cui si trova, fornendo una 
utile sonda per distinguere lo stato nativo e denaturato delle proteine.  
 
Questa sensibilità ambientale è una conseguenza del fatto che l'emissione 
di fluorescenza di un fluoroforo compete con processi molecolari che 
avvengono sulla scala temporale del processo di emissione 
 
In altre parole, l'emissione di fotoni può avvenire sulla stessa scala 
temporale di nanosecondi del movimento rotazionale e traslazionale di 
piccole molecole e catene laterali di proteine.  
 
La fluorescenza è intrinsecamente sensibile ai processi su scala 
dei nanosecondi, rendendo così la fluorescenza utile per 
ottenere informazioni sulla dinamica delle proteine e 
informazioni strutturali (ad esempio, le distanze D → A) 
 
L'applicazione forse più frequente della fluorescenza è quella di sonda 
per le transizioni conformazionali, comprese le transizioni di 
folding-unfolding, il legame con i ligandi e i processi di associazione 
proteina-proteina 
 



Il contributo dei singoli residui di triptofano è molto importante. 
 
E’ stato riscontrato che il massimo di emissione delle proteine varia da 
meno di 330 nm a oltre 350 nm.  
 
Questo intervallo di massimi di emissione, che ora sappiamo può arrivare 
fino a 308 nm per un residuo di triptofano, è stato dimostrato come una 
misura abbastanza buona e conveniente dell'esposizione al solvente dei 
residui di triptofano nelle proteine.  
 
Dato che la carica elettrostatica locale può giocare un ruolo importante, il 
modello che è emerso è che i residui di triptofano sepolti nelle regioni del 
nucleo apolare delle proteine hanno blue-shift, fino a 308 nm, e che i 
residui di triptofano che sono esposti all'acqua (al solvente polare) hanno 
un'emissione verso il rosso di circa 350 nm. 



Applicazioni della fluorimetria 









exc=250 nm 





1-anilino-8-naftalene sulfonato 





4',6-diamidin-2-fenilindolo Bromuro di 3,8-diammino-5-etil-

6-fenilfenantridinio 

Phenanthridinium, 3,8-diamino-5- 

-[3-(diethylmethylammonio)propyl]-6-phenyl-, iodide 



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) 

Il trasferimento di energia di risonanza di fluorescenza (FRET) è un 
trasferimento non radiativo di energia di eccitazione da un cromoforo 
donatore a uno accettore, mediato da un'interazione a lungo raggio tra 
i momenti di dipolo di transizione dell'emissione e 
dell'assorbimento del donatore e dell'accettore 



N.B.: è 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 

ex =395 nm e 475 nm 

em=505 nm 



Cyan-FP 

Yellow-FP 



gialla) 















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. 






