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La Spettroscopia di Assorbimento nell’UV-visibile
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MOLECOLE CHE ASSORBONO NEL VISIBILE
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“SISTEMI p” delocalizzati
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formaldeide
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HOMO 
(Highest Occupied Molecular Orbital)

LUMO 
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital)

p
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=elettrone spin +1/2

=elettrone spin -1/2

orbitale occupato con due elettroni
(Principio di esclusione di Pauli)
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Possibili transizioni elettroniche

s s*→ n s*→ p p*→ n p*→

In generale la scala di Energia delle transizioni è la seguente:

n p*→ p p*→ n s*→ s p*→ s s*→

E

< < < <
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le transizioni s-s* hanno 
un’energia elevata

nell’UV-visibile sono comuni
le transizioni p-p* e n-p*
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Regola “generica”: più è esteso un sistema p, è più 
bassa e l’energia corrispondente alla transizione p-p*
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Regola “generica”: più è esteso un sistema p, è più 
bassa e l’energia corrispondente alla transizione p-p*

Energia particella nella scatola!

elettrone delocalizzato = particella nella scatola
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UV L grande:
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E

“molteplicità” di spin = 2S+1 “S” singoletto (S=0)

“T” tripletto (S=1)

=elettrone spin +1/2=elettrone spin -1/2

stato fondamentale
SINGOLETTO

“S”

S = ↑(+1/2) + ↓(-1/2) = 0 

2S + 1 = 1 

E

stato eccitato
SINGOLETTO

“S”

S = ↑(+1/2) + ↓(-1/2) = 0 

2S + 1 = 1 

E

stato eccitato
TRIPLETTO

“T”

S = ↑(+1/2) + ↑ (+1/2) = 1 

2S + 1 = 3 
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lunghezza d’onda/frequenza legata alla 
differenza energetica (E) di una transizione

…e l’intensità?
È legata alla probabilità che una transizione avvenga
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Lunghezza d’onda

maggiore differenza energetica
tra gli stati tra cui avviene

la transizione

minore differenza energetica
tra gli stati tra cui avviene

la transizione

maggiore 
probabilità

maggiore 
probabilità

Molto difficle da prevedere/calcolare
Legata a molti fattori
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REGOLE DI SELEZIONE: ci dicono quali transizioni sono “permesse”

Per l’assorbimento nell’UV-Visibile: S=0
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S2

T2

T1
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Legge di Beer-Lambert ASSORBANZA
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TRASMITTANZA

COEFFICIENTE DI 
ESTINZIONE MOLARE

se conosciamo il coeff.di est. mol.
possiamo calcolare la concentrazione

UV-Vis =METODO ANALITICO 
QUANTITATIVO
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COMPOSTI INORGANICI: complessi METALLI di Transizione

soluzione aq. Cu (II)
(solfato di Rame )



colore 
dipende 

dai leganti 
del 

metallo



Crystal Field Theory



Crystal Field Theory



Crystal Field Theory



Crystal Field Theory

turquoise
Al6(PO4)4(OH)8 ∙ 4H2O

color caused by the 
presence of Cu2+ ions 
coordinated by OH-

and H2O



assorbimento nei solidi inorganici covalenti

transizione 
elettronica
nel visibile

CdS

ZnSe



assorbimento nei solidi inorganici covalenti





quantum dots

CdSe QDs



molecules/
molecular solids

non-molecular solids
(semiconductors)

transition metals 
ions



Phil. Trans. R. Soc. 147 (1857), 145-181

nanotechnology
plasmonics

21st century

ML Juan et al. Nat. Photon. 5, 349–356 (2011)
Willets and RP Van Duyne Annu. Rev. Phys. Chem 58, 267–97 (2007)

The Lycurgus Cup (British Museum) Stained glass (Chartres cathedral)

4th century 12th century 19th century

“Ruby gold” (Faraday Museum)

M. Faraday (1791-1869)

© P. Wilkinson

metal nanoparticles



metal nanoparticles

Ag Au

estinzione = assorbimento + diffusione



metal nanoparticles

dimensione – massimo di estinzione



Fluorescenza



emissione di radiazione in 
conseguenza di una 

transizione elettronica da 
uno stato elettronico ad 

energia maggiore ad uno ad 
energia minore

E
hn

E



molecules/
molecular solids

non-molecular solids
(semiconductors)

transition metals 
ions
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transition metals 
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Fluorescenza (fotoluminescenza) di minerali

non utilizzata per identificazione, ma per localizzazione







non utilizzata per identificazione, ma per localizzazione

Fluorescenza (fotoluminescenza) di minerali



Piezospettroscopia Al2O3



molecules/
molecular solids

non-molecular solids
(semiconductors)

transition metals 
ions



Fluorescenza quantum dots

utilizzata, insieme con 
l’assorbimento UV-vis, per 

misurare le dimensioni



molecules/
molecular solids

non-molecular solids
(semiconductors)

transition metals 
ions



Interazione tra Radiazione e Materia (diagramma di Jablonski)

E

S0

S1

S2

Sn

T1

transizioni radiative 
(con emissione di radiazione)

transizioni non radiative
(senza emissione di radiazione)

Fluorescenza
10-10 - 10-7 s

Fosforescenza
10-6 - 1 s

Diffusione
10-15 s

transizioni con 
assorbimento di radiazione

Internal 
Conversion

(IC)

Vibrational
Relaxation Inter-System

Crossing
(ISC)10-7 - 10-9 s

Assorbimento
10-15 s

10-11 - 10-9 s

COMPETIZIONE
TRA DIVERSI

PROCESSI



Caratteristiche della Fluorescenza

Lo STOKES SHIFT è la differenza 
tra il massimo dell’assorbimento 

e della fluorescenza

L’ emissione di fluorescenza è 
indipendente dalla lunghezza 

d’onda utilizzata per l’eccitazione1
2

L’ emissione di fluorescenza ricorda 
specularmente lo spettro di 

assorbimento 
(MIRROR IMAGE RULE)

3
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Caratteristiche della Fluorescenza
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S0→S2

Esempio
ANTRACENE

DIVERSA INTENSITA’ DOVUTA A
FATTORE DI FRANCK-CONDON
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Franck-Condon 
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oscillatore 
armonico



Franck-Condon 
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il secondo nucleo
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Franck-Condon 
(gli elettroni sono più veloci dei nuclei)
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Caratteristiche della Fluorescenza

 lunghezza d'onda/energia/frequenza
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“ALLARGAMENTO”
DI BANDA

ALLARGAMENTO “OMOGENEO”

Dovuto al fatto che ci sono 
sotto-livelli vibrazionali

350 400 450 500 550 250 300 350 400 450 500

ANTRACENE TRIPTOFANO



Caratteristiche della Fluorescenza

EFFETTI FATTORI AMBIENTALI

ALLARGAMENTO DI BANDA “IN-OMOGENEO”

Molecola 
fluorescente

solvente

DOVUTO ALLE FLUTTUAZIONI DEL 

SOVENTE ATTORNO AL FLUOROFORO



Caratteristiche della Fluorescenza

SPETTRI DI EMISSIONE ED ECCITAZIONE

campione

Spettro di eccitazione:
Si varia la lunghezza d’orda incidente (A)

E si registra la fluorescenza emessa 
ad una determinata lunghezza d’onda

(si mantiene fisso B)

A

B

Spettro di emissione:
Si mantiene fissa la lunghezza d’orda incidente (A)

E si registra la fluorescenza emessa 
a diverse lunghezze d’onda (facendo variare B)
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absorbedphotons

emittedphotons


Caratteristiche della Fluorescenza

Lifetime e Quantum Yield
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Caratteristiche della Fluorescenza

COME SI MISURA? 
TIME-RESOLVED SPECTROSCOPY

I I I I

t t t t

hn

lifetime più 
grande

lifetime più 
piccola
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Lifetime e Quantum Yield
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Lifetime e Quantum Yield
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Steady-state fluorescence (stato stazionario)

amount of absorbed photons 
per unit volume

intensity of 
incident light



Caratteristiche della Fluorescenza

Struttura chimicaRigidità strutturale

Temperatura

Solvente
(polarità, 
viscosità)

pH

Presenza 
Ossigeno

FATTORI CHE 
INFLUENZANO

LA FLUORESCENZA

INTRINSECIAMBIENTALI



Caratteristiche della Fluorescenza

ESEMPIO RIGIDITA’

EFFETTI FATTORI INTRINSECI

C
H2

bifenile fluorene

Quantum Yield 0.2 Quantum Yield 0.9

meno rigido

più rigido

Resa quantica più alta su superfici

Più flessibilità = più stati energetici 
accessibili alla molecola

= più modi per “smaltire” 
energia con conversione

interna



EFFETTI FATTORI AMBIENTALI

Caratteristiche della Fluorescenza

EFFETTO SOLVENTE

NELLO STATO ECCITATO 
LA MOLECOLA é DIVERSA

RISPETTO ALLO STATO FONDAMENTALE

IL SOLVENTE SI ADATTA ALLA
NUOVA SITUAZIONE, SI ABBASSA 

L’ENERGIA COMPLESSIVA 
(FLUOROFORO+SOLVENTE) 

DELLO STATO ECCITATO

(SOLVENT RELAXATION)

L’EFFETTO CAMBIA DA 
SOLVENTE A SOLVENTE

(AD ESEMPIO CON LA POLARITA’)



EFFETTI FATTORI AMBIENTALI

Caratteristiche della Fluorescenza

Triptofano all’interno di una proteina
(ambiente apolare)

Triptofano esposto 
al solvente polare

(ambiente polare)

l l

I I
stabilizzazione



Caratteristiche della Fluorescenza

QUENCHING:
Diminuzione della intensità di Fluorescenza

EFFETTI FATTORI AMBIENTALI

l

I

l

I

trasferimento E ad una 
molecola non fluorescente



Caratteristiche della Fluorescenza

QUENCHING:
Diminuzione della intensità di Fluorescenza

EFFETTI FATTORI AMBIENTALI

STATICA COLLISIONALE
(DINAMICA)

Si forma un 
complesso stabile

A*+Q → AQ* → A+Q* → A+Q +caloreA*+Q → AQ* → AQ + calore

(Ossigeno, 
Alogeni, …)

Q

Q
ha meccanismi di 

conversione interna 
molto effficienti

hanno meccanismi di 
conversione interna 

molto efficienti



QUENCHING COLLISIONALE

Caratteristiche della Fluorescenza

Triptofano all’interno di una proteina
No contatto con quencher

Triptofano esposto 
al solvente polare

In contatto 
col quencher

l

I

l

I



QUENCHING COLLISIONALE

Caratteristiche della Fluorescenza

Equazione di STERN-VOLMER

I0/I = 1 + k [Q]

Concentrazione 
Quencher

Lifetime
fluoroforo

Intensità 
Fluorescenza

In presenza di Q

Intensità 
Fluorescenza

In assenza di Q

k  KSV
(costante di Stern Volmer)



Caratteristiche della Fluorescenza

Fluorofori Estriseci
(fluorescent Dyes/Labels/Probes)

Sintentici
(molecole 
organiche)

Lantanidi

Quantum Dots
(nanocristalli di semiconduttore)

Proteine 
Fluorescenti



Caratteristiche della Fluorescenza

FLUOROFORI SINTENTICI



polarizzazione della luce

piani in cui vibra il
campo elettrico di 

una radiazione
incidente

radiazione 
NON polarizzata

radiazione
polarizzata

vibra in un 
solo piano



polarizzazione della luce

filtro 
polarizzatore



Caratteristiche della Fluorescenza

ANISOTROPIAt

short 
lifetime

excitation
(polarized)

fluorescence
(polarized)

t long
lifetime

excitation
(polarized)

fluorescence
(polarized)

moto di 
rotazione

I fluorofori assorbono (ed emettono ) preferenzialmente 
la luce polarizzata parallelamente alla direzione 

del momento di dipolo (transition dipole moment)



Caratteristiche della Fluorescenza ANISOTROPIA

t

short 
lifetime

excitation
(polarized)

fluorescence
(polarized)

t

long
lifetime

excitation
(polarized)

fluorescence
(UNpolarized)



Caratteristiche della Fluorescenza
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polarization

anisotropy

Polarizzazione ed anisotropia esprimono entrambe 
lo stesso fenomeno 

e possono essere facilmente interconvertite

Piano di polarizzazione
Luce incidente

ECCITAZIONE EMISSIONE

III
I

Emissione 
parallela

Emissione 
perpendicolare



Caratteristiche della Fluorescenza

Relazione 
ANISOTROPIA – MOBILITA’ ROTAZIONALE

V

RT
1

r

r0








RT

V




1
r

r0

(Perrin equation)

viscosità volume
molecolare

anisotropia “limite”
(in assenza di rotazione)

tempo di 
correlazione

rotazionale

fluorescence
lifetime



Caratteristiche della Fluorescenza

Relazione 
ANISOTROPIA – MOBILITA’ ROTAZIONALE

Tempi di rotazione caratteristici per piccoli
Fluorofori in soluzione

50-100 ps

Tempi di rotazione caratteristici per 
macromolecole (es. proteine) in soluzione

10-50 ns

In
te

n
s

it
à

F
lu

o
re

s
c

e
n

za

tempo

Decadimento della
fluorescenza 

nel tempo



Fluorescenza: applicazioni anisotropia

Fluoroforo libero 
in soluzione

Fluoroforo legato
ad una macromolecola

Piano di polarizzazione
Della fluorescenza

tempo

L’associazione di un fluoroforo ad una molecola più grande 
aumenta il tempo medio di rotazione e 

conseguentemente la polarizzazione/anisotropia



Förster Resonance Energy Transfer - FRET

D

DONOR (D)
A

b
s
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s

lAbs D Ems D

ACCEPTOR (A)

A
b

s
/E

m
s

lAbs A Ems A

D

A
b

s
/E

m
s

lAbs D Ems A

energy transfer
(no photon involved)

<10nm
D

A
b

s
/E

m
s

lAbs D Ems A

>10nm

A

A A

Fluorescenza: applicazioni



Förster Resonance Energy Transfer - FRET

D + hn → D*

D* + A → D + A*

A* → A + hn

D A

A

D A

D

eccitazione D

resonance energy 
transfer

emissione A

relazione efficienza FRET (E) – distanza (r)

Fluorescenza: applicazioni

<10nm

<10nm



relazione efficienza FRET (E) – distanza (r)

D

A
b

s
/E

m
s

lAbs D Ems A

A

overlap integral J

D A D A

orientational factor k

FRET più efficiente FRET meno efficiente

FATTORI CHE 
INFLUENZANO 

LA FRET

Fluorescenza: applicazioni



D A

D A

D A

…

Fluorescenza: applicazioni



Fluorescenza: applicazioni

dati 
sperimentali

previsione
teorica

Conferma (validazione) della teoria:
misurando l’efficienza della FRET si può

risalire alla distanza (“metro” spettroscopico)

D A

D A

D A

D A



Fluorescenza: applicazioni

D D

A

D

A A

D

Binding in soluzione o su superfice

D

A

D

A

cambiamenti conformazionali
di macromolecole

(es.unfolding di proteine)

APPLICAZIONI FRET: VASTISSIME





Fluorescenza: applicazioni

“Chemical” (optical) Microscopy / Imaging

Fluorescence

i.e. spatial representation 
of chemical information

Raman, IR…

Confocal
Fluorescence
Microscopy

Conventional
Fluorescence
Microscopy

FRET
Microscopy

FLIM
Microscopy

Multiphoton
Fluorescence
Microscopy

(p2p mapping, wf imaging)



Microscopia a (di) fluorescenza



Microscopia CONFOCALE



Microscopia CONFOCALE

In un microscopio NON confocale, 
anche la luce proveniente da punti 

diversi dal fuoco dell’obiettivo vengono 
riportati al rivelatore 





Fluorescenza: applicazioni

2 Photons Excitation Fluorescence (2PEF) microscopy

Si usano due fotoni invece di uno



Fluorescenza: applicazioni
Altà densità 

di fotoni (2PEF possibile)

bassa densità 
di fotoni (2PEF non possibile)



CONFOCALITA’ ottenuta senza pinhole (intrinseca)



Fluorescent pollen grain was imaged at three depths below its surface (7, 
16, and 26 μm) by widefield, confocal and 2 photon technique.

(http://candle.am/microscopy/)



Fluorescenza: applicazioni
Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM)

I

t

I

t

I0/e

lifetime

Lifetime 
più piccolo

Lifetime 
più grande

Differenze Lifetime
Usate per discriminare

Intorno chimico
IMAGING



Ernst Abbe (1840-1905)

limite di diffrazione
(criterio di Abbe)



limite di diffrazione
(criterio di Abbe)

Intensity profile of a single fluorophore 
emitting light onto a CCD camera; this is 

known as the Airy pattern.

The fluorophore is at the center of the image, 
and can be considered a point source. 

This profile is a result of the wave nature of 
light as the photons from the fluorescent 

protein diffract (scatter) off of the aperture of 
the objective and interfere with each other.

Thus, a point source (the fluorescent 
protein) is no longer viewed as a point 

source, but rather as a diffuse, delocalized 
intensity pattern.



Microscopia CONFOCALE

Problema  risoluzione  spaziale:

R = l / 2 NA
(NA = n sin q)





Stefan Hell
Max Planck Institute for 
Biophysical Chemistry, 

Göttingen,

The Nobel Prize in Chemistry 2014
Eric Betzig, Stefan W. Hell, 

William E. Moerner
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MICROSCOPIA STED
(Stimulated Emission Depletion)



STIMULATED EMISSION

excited system
(e.g. molecule)

1 photon
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2 photons
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ground state system
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The key issue is that we can precisely control 
the wavelength of stimulated emission output, 

which can be significantly different from the 
typical wavelength of fluorescence.
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MICROSCOPIA STED
(Stimulated Emission Depletion)







Fluorophore-labeled keratin filaments 
in a living cell, bar = 1 micron






