Spettrofotometria
ed
Analisi del dati




Spettroscopia di assorbimento UV/Visibile

Valuta 'assorbimento selettivo da parte della materia della radiazione
elettromagnetica con lunghezza d’onda compresa tra 10 nm e 780 nm
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Radiazione elettromagnetica:

. . . E. carins shitiico Onda Elettromagnetica
energia che si propaga in un mezzo ' : :
- onda data dalla propagazione 5 T
simultanea nello spazio di un campo : W Vi M A o W

| ) SP ' camp [ ez {]
elettrico (E) e di uno magnetico (M) ‘ 2 :
perpendicolari tra loro e oscillanti e A

Fonte: Internet



Ogni onda e caratterizzata da diversi
valori, tra cui:

 Lunghezza d’onda (A) - distanza
tra due punti in fase tra loro,
espressa in nanometri (nm = 102 m);

* Frequenza (v) - numero di
oscillazioni in un punto, nell’unita di
tempo (secondo).

Lunghezza d’onda e frequenza sono legate tra loro da una relazione:
C

b=

N

c = velocita luce = 300000
Km/s (o0 3*108 m/s)



Ogni onda elettromagnetica ha una energia direttamente proporzionale
alla frequenza in base alla legge di PRanck:

C
E=hx =h=x—
A

h = costante di Planck

Ogni fotone (elettrone) ha una quantita di energia discreta (energia
guantizzata) che dipende dalla frequenza, e quindi dalla lunghezza
d'onda, dell'onda associata.

Alta Frequenza = alta Energia

oppure

bassa Lunghezza d’Onda = alta Energia



Cosa succede quando la materia viene colpita dalla
luce?

2 stati di un elettrone:

Primo livello elettronico eccitato 1) Stato fondamentale:

elettrone nel piu basso
livello energetico
permesso (minor energia).

che possiede un’energia
maggiore di quella
«normale». Instabile!!!

e 2) Stato eccitato: elettrone

Livello elettronico fondamentale



Cosa succede quando la materia viene colpita dalla
luce?

Primo livello elettronico eccitato o _
Le radiazioni UV-VIS che possiedono

energia sufficiente per promuovere un
salto elettronico dal livello
fondamentale ad un orbitale a
maggior energia, il livello eccitato,

e interagiscono con la materia.

Livello elettronico fondamentale



Cosa succede quando la materia viene colpita dalla
luce?

Primo livello elettronico eccitato
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Livello elettronico fondamentale



Cosa succede quando la materia viene colpita dalla
luce?

Primo livello elettronico eccitato L 'elettrone passa dallo stato

fondamentale a quello
eccitato tramite il fenomeno
dellASSORBIMENTO.

Livello elettronico fondamentale



Cosa succede quando la materia viene colpita dalla
luce?

Primo livello elettronico eccitato L'elettrone passa dallo stato
fondamentale a quello
eccitato tramite il fenomeno
dellASSORBIMENTO.

Dal momento che sono
coinvolti anche elettroni di
legame, I'energia della
e radiazione assorbita puo
Livello elettronico fondamentale essere collegata al tipo di
legame presente nella
molecola.



Cosa accade una volta assorbita la radiazione
elettromagnetica?

Lo stato eccitato e instabile:
Primo livello elettronico eccitato I'elettrone ritorna
spontaneamente allo stato
fondamentale tramite |l
fenomeno di
RILASSAMENTO.

In genere, attraverso rilascio
EEEEESSSSSS——— i calore.

Livello elettronico fondamentale



Cosa accade una volta assorbita la radiazione
elettromagnetica?

— | | Riassumendo...
Primo livello elettronico eccitato

stati

3
ET ) f eccitati

1 YVVY Stato

0
fondamentale
Fonte: Principi di Metodologia Biochimica, Ed. Piccin, 2009

Livello elettronico fondamentale

Le specie chimiche accettano quantita determinate e discrete di energia
pari ad h*v....

...se latransizione e permessal




Cosa vuol dire se latransizione e permessa?

La formazione dei legami chimici viene spiegata in termini di interazioni di
orbitali atomici, che sovrapponendosi formano gli orbitali molecolari.
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Regole di selezione

W N R

Quando la radiazione elettromagnetica
possiede una energia pari a AE = h*v,
avviene la transizione elettronica.

Questo, pero, non e sempre vero!

Usare una radiazione con frequenza
utile a colmare AE non e sufficiente: si
devono verificare alcune condizioni.

TIpo DI

LUNGHEZZA D'ONDA DELLA RADIAZIONE

TRANSIZIONE NECESSARIA PER OTTENERE LA TRANSIZIONE

o — g* 110 -135 nm La } necessaria per la transizione

- ¢ tanto maggiore quanto minore &
® 160 — 255 nm . TE .

T—m il dislivello energetico

n— g¥
)

0 — % > 285 nm

|° reqola di selezione: in una transizione elettronica, si deve avere una
forte ridistribuzione della carica elettrica e quindi una concreta
variazione del momento dipolare - i campi elettrici radiazione-molecola

devono poter interagire.




Transizione

Transizione
JIENG >t
54— r.s
» »

ASSORBIMENTO
AE=h*v

& .

— — n(2p,)
c(1s) :

Il passaggio di un orbitale molecolare all’altro influenza la
distribuzione delle cariche!

La regola suggerisce che maggiore e laridistribuzione delle cariche,
piu probabile sara la transizione elettronica.



L'assorbimento della radiazione elettromagnetica (luce) da parte della
materia € un processo complesso...



L'assorbimento della radiazione elettromagnetica (luce) da parte della
materia € un processo complesso...

nucleo + Eelettronica + Etraslazionale T+ Erotazionale + Evibrazionale
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|

E interna

Interessano le transizioni elettroniche

Energia elettronica = energia di
legame
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L'assorbimento della radiazione elettromagnetica (luce) da parte della

materia € un processo complesso...

E interna

nucleo + Eelettronica + Etraslazionale T+ Erotazionale + Evibrazionale

J

Interessano le transizioni elettroniche

Energia elettronica = energia di

legame

o @

Traslazionale
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Rotazionale

Vibrazionale
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Livelli Elettronici
(interazioni UV)

Sotto-livelli Vibrazionali
(interazioni IR)

Sotto-livelli Rotazionali
(interazioni microonde)



Le letture in spettrofotometria sono quindi complicate dal fatto che le
molecole di un composto, anche se uguali, non possiedono tutte la stessa

energia.

Distribuzione di Maxwell-Boltzmann

_Eq

Number of
molecules
with a given
energy

A\

Energy |

Valore di energia piu
probabile



Molecola semplice

Fonte: Metodologie Biochimiche, Ed. Casa Editrice Ambrosiana, 2012

Hydrogen Emission spectrum
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Molecola complessa

Ey : — Livelli di energia elettronica
y . . : = Livelli di energia vibrazionale
L energ_la assorblta | Livelli di energia rotazionale
€ quantlzzata1 ma 52 s ifl { Transizioni elettroniche

puo servire afaredei s, | —— :
«salti» fino a livelli

energetici | = | |
vibrazionali. | i
S, =SS Ml _--*ﬁ_.__J___._,
b .
S0 > S2 S0 > S1

1) | massimi di assorbimento corrispondono alle transizioni elettroniche
2) La «larghezza» del picco e dovuto a transizioni in livelli vibrazionali vicini.

CROMOFORQO: parte della molecola che determina I’'assorbimento.
E’ caratteristico della molecola e rappresenta una transizione elettronica.



Esempi di cromofori e transizioni

elettroniche

TABLE 9.1 Summary of UV A, and Transition Types for Simple Chromophores

Chromophore Compound Transition Amayx (nm) €
C-H CHy 0—0* 122
c-C C,Hg G—G* 135
C=C CyHy M—7* 103 15000
174 5500
C=C=C C3Hy T 170 4000
227 630
c=C R-C=C-R~ a—-n* 178 10000
196 2000
223 160
Cc-0 R-O-R n—g* 180 500
Cc-0 R-O-R° n—co* 180 3000
C-N Amino n—o* 190-200 2500-4000
C-S R-S-H n—G* 195 1800
C- R-S-R n—og* 235 180
C=0 Aldehyde/Ketone  n—o* 166 16000
Tk 189 900
n—E 270 1 0-20
C=0 Carboxylic acid n—mk 200 50
C=0 Carboxylate AT 210 150
C=0 Ester n—m* 210 50
C=0 Amide n—m* 205 200
C=N (NH»,),C=NH n—m* 265 15
C=N CH;C=N T—7 <170
N=N Me-N=N-Me n— 350-370 15
N=0O Me3sNO n—* 300 100
665 120
N= MesNO; n—mF 276 27
C=C=0 Et,C=C=0 Tk 227 360
n—TE 375 20
c-Cl1 n—o* 173 200
C—-Br n—o* 208 300
C-1 n—o* 259 400
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N
Orbitale =* P
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Fonte: internet

\J\J
Orbitale n legante

Fonte: internet



Come funziona la spettroscopia di assorbimento

UV-Vis?
Intensity of Intensity of
incident transmitted
light A A light
J I 1
l W W{A = 0.012 J
1>
Lamp Monochromator Detector

Sample cuvette
with ¢ moles/liter
of absorbing
species

Fonte: internet

1.0
Oxidized

g 08 n | dati sono riportati come
£ 06 spettri di assorbimento:
2 04 'assorbimento della luce in

funzione della lunghezza
d'onda fornita.

0.2
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Fonte: internet



Lo strumento «legge» due parametri essenziali:

1) Intensita dellaluce incidente = |,
2) Intensita della luce uscente = |,

— TRASMITTANZA - rapporto tra luce
emergente dal campione (I) e luce
Incidente (l,).

-l h
-l T=—-T%=—x100

E——— C a 1] IO IO
Iy
e
b

Fonte: Internet 100% T — 1 O - SbC

Fonte: internet



A (assorbanza) = -log T =log (l,/1,)

Legge di Lambert-Beer: La quantita di energia
luminosa assorbita e proporzionale al numero di
molecole che la radiazione incontra sul suo cammino

Azek*b*c

In cui:

A = assorbanza

b = cammino ottico (in cm)

c = concentrazione della soluzione
¢ = coefficiente di estinzione alla
lunghezza d’onda considerata



Questo e il principio cardine su cui si basa tutta la
spettrofotometria quantitativa, valido per soluzioni
opportunamente diluite.

A= Ey * b x c
V= m *X
A
|
3
Fonte: internet c M

Per soluzioni concentrate, si hanno deviazioni
dalla legge di Lambert-Beer che non mostra piu
una linearita tra concentrazione ed assorbanza.



Metodi colorimetrici

Metodi analitici che si basano sull'interazione tra la radiazione
elettromagnetica e la materia.

Sfruttano 1 principi di assorbimento che abbiamo visto fino ad ora.

Permettono di quantificare un cromoforo a concentrazione incognita
In due casi:

1) Siconosce il coefficiente di estinzione molare, «.

2) Non si conosce il coefficiente di estinzione molare, ma si
possiede l'analita purificato.



Come si fa a determinare la concentrazione di un
cromoforo incognito?

Due metodi principali:

Primo metodo

Si conosce gia il coefficiente di estinzione molare, mM o E1% (sono tutti
metodi per definire il coefficiente €).

a) Si corregge I'assorbanza del campione incognito per il rumore di fondo
0 BIANCO DI REAZIONE (rappresentato da tutto cio che e presente
nella reazione colorimetrica ad esclusione dell'analita).

Es. comassie+tampone

b) Siapplica la formula inversa di A = g*b*c, risolvendo per ¢ - c= A/(e*b)

c) Simoltiplica per eventuali fattori di diluizione



Esempio: | dosaggi che sfruttano il NAD+/NADH

08 Oxidized
+
g 0.8 (NAD")
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2 06 L
2 € 110= 6.22 MM
o)
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O I ! | | | |
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Fonte: internet Wavelength (nm)
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L-Lactate Pyruvate

Fonte: internet



Esempio: | dosaggi che sfruttano il NAD+/NADH
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Fonte: internet

Campione diluito 3 volte

A campione = 0.350
A bianco =0.05



Esempio: | dosaggi che sfruttano il NAD+/NADH

-y
o

Oxidized
(NAD"Y)

g 0.8 :
= L
e €110= 6.22 MM
< 04 f
0z Campione diluito 3 volte
2I20 2I40 2|60 2|80 300 320 340 360 380 )
S Wavelength (nm) A campione = 0.350
A bianco = 0.05
E

i on  §00° A netta = 0.350-0.05 = 0.3
HO~C=H + NAD' —= ;I;:U + NADH + H'

CH; CH; Conc = (0.3/6.22)*3 = 0.144

L-Lactate Pyruvate mM

Fonte: internet



Secondo metodo

Se non si conosce gia I'g, bisogna costruire una «retta di taratura» o
«curva di calibrazione».

1) Si utilizzano quantita note di analita (standard) a concentrazione
crescente.

2) Siesegue la reazione colorimetrica per lo standard, per il bianco e per
Il campione incognito ESATTAMENTE NELLE STESSE CONDIZIONI
SPERIMENTALL.

3) Si costruisce un grafico (di solito una retta) delle concentrazioni note in
funzione dell’'assorbanza.

4) Si determina la concentrazione del campione usando la formula
inversa dell’'equazione della retta.



Esempio pratico (dosaggio proteico)

| BSA (mg/ml) | OD_| netti_

D 0,322
0,362
0,370
0,399
Y 0,217
DPEE 0,424
O IR 0,540
08 NN

e
0,476

0,040
0,048
0,077
0,094
0,101
0,217
0,417

0,154

/

1) Faccio i netti

2) Costruisco la retta di taratura

3) Trovo la concentrazione nel
campione incognito

Campione 1: diluito 3 volte



Esempio pratico (dosaggio proteico)

| BSA (mg/ml) | OD | netti |
0322

0,362 0,040

0,370 0,048
i 0,399 0,077 »
7 0417 0,094
PR 0,424 0,101
80540 0,217
T 074 0,417

e
0,476 0,154

OD netti

1) Faccio i netti

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

2) Costruisco la retta di taratura

3) Trovo la concentrazione nel
campione incognito

retta taratura BSA

 y=0,5151x
R = 0,9915

e
o'®

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
mg/ml

Campione 1: diluito 3 volte

0,8

0,9



Esempio pratico (dosaggio proteico)

BSA (mg/ml mm retta taratura BSA
0322
IR 0,362 0,040 e
o EPA 0,370 0,048 02

- =0,5151x
ST 0399 0,077 2 025
P 0,417 0,094 5 o2 s
B YT 0.424 0,101
O 0,540 0,217 e

0,05 o' ®

DER 0,74 0,417 0
_ 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
[ENTTIEN 0,476 0,154 me/ml

Campione 1: diluito 3 volte

1) Faccio I nettl Sapendo che A = 0,5151 * conc

2) Costruisco la retta di taratura (mg/ml)

3)| Trovo la concentrazione nel

jate | =P Conc = (0,154/0,5151)*3 = 0,90 mg/ml
campione mcognlto
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Fluorescenza e fluorimetria

s> = CcONnversione interna

So




@ - clettrone

s> = CcONnversione interna

Fluorescenza e fluorimetria

Es. A, =450 nm

So



Fluorescenza e fluorimetria

@ - clettrone
~=~» = CcONnversione interna

Vs Conversione interna: la
Vs Q\\ molecola eccitata passa
v, \ allo stato vibrazionale piu
v, L | s vicino ad energia minore
! rilasciando calore
(rilassamento
V3 : )
vibrazionale).
Vo
Vi
Vg S,



Fluorescenza e fluorimetria

@ - clettrone

s> = CcONnversione interna

Vs Fluorescenza: la
Vs molecola eccitata (assorbe
Vy luce), per tornare allo stato

fondamentale emette luce
ad una lunghezza d’'onda
maggiore, quindi a minore

& P energia di quella
AE,=+— assorbita.
2
Vo
v, Es. A, =550 nm
Vo S,




@ - clettrone

Riassumendo...

s> = CcONnversione interna

1) L'elettrone assorbe luce

ad una lunghezza d'onda

3) L'elettrone torna allo
stato fondamentale

So

A¢, passando allo stato
eccitato.

2) Tramite conversione
Interna, avviene |l
rilassamento vibrazione
ossia perdita di energia
tramite calore.

emettendo luce ad una
lunghezza d'onda A,.



RFU Si identificano 2 spettri:

assorbimento emissione

A

« La fluorimetria e una tecnica molto sensibile, piu
della spettrofotometria (pg proteine rispetto a

HQ).

* Inlinea di massima, per soluzioni abbastanza
diluite, la fluorescenza e direttamente
proporzionale alla concentrazione.

* Necessita sempre di unaretta di taratura con
fluoroforo a concentrazione nota.

1) Spettro di assorbimento
2) Spettro di emissione

Per effettuare le analisi, si

utilizzano in genere le Amax

assorbimento ed emissione, con
> NbxA Ecc < A Em

»
>

concentrazione



8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

RFU

0,2

retta taratura

0,4 0,6

nmol

y = 8289,8%
R?=0,9927

0,8

1) Costruisco la retta di
taratura con
concentrazioni note di
fluoroforo e ne valuto la
fluorescenza

NOTA: la fluorescenza dello
standard deve essere
determinata nelle stesse
condizioni di temperatura e
pH del campione!!!

2) Determino la fluorescenza dei campioni e del bianco di reazione,
correggo i valori dei campioni e trovo la quantita di fluoroforo dalla retta di

taratura.

Es. RFU campione = 6750; bianco = 750.

RFU campione netti = 6000
nmol fluoroforo campione = 6000/8289,8 = 0,724 nmol
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