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Prefazione

La Chimica Analitica & giustamente definita disciplina problem solving, deputata, ciog, a raccogliere le sfide poste
dalle esigenze sempre pili complesse che emergono quotidianamente nel campo della Chimica, della Biologia, della
Medicina, della Farmacologia, dei Beni Culturali, delle Scienze Ambientali, Agroalimentari, Forensi e dei Materiali,
fornendo mezzi e competenze per individuare i problemi, razionalizzarli e suggerire soluzioni, attraverso la deter-
minazione della composizione chimica dei sistemi d’interesse

La richiesta sempre pil pressante di analisi in situ, in tempo reale, su campioni complessi e spesso di dimensioni/
quantita limitate & la spinta alla continua evoluzione della disciplina, sia dal punto di vista tecnico-strumentale che
delle conoscenze di base: ogni tanto & quindi necessario ripensare un testo didattico che rappresenti un’offerta ade-
guata alla domanda di conoscenza posta da chi si accinge a diventare un operatore del settore.

Il testo & multiautore: i vari capitoli sono stati sviluppati da docenti e ricercatori selezionati in modo da garantire
specifiche competenze negli argomenti, unitamente ad esperienza didattica. Impossibile ritenere di compendiare
in un unico testo tutto il sapere relativo alla Chimica Analitica, occorre definire il target dei destinatari ed operare
delle scelte. Il presente testo e rivolto agli studenti dei corsi di laurea in Chimica, Biologia, Biotecnologie, Scienze
Ambientali, Farmacia, Scienze Alimentari e Scienze della Salute. Gli argomenti trattati possono coerentemente
essere ripartiti tra i corsi del triennio di base e del successivo biennio di specializzazione. Il testo ha l'obiettivo di
fornire, accanto ai fondamenti di conoscenza sul trattamento dei campioni, sull'approccio statistico per I'interpre-
tazione e comprensione dei dati e sugli equilibri in soluzione, i principi e gli sviluppi delle tecniche strumentali di
pit largo impiego ed informazioni sui processi per I'assicurazione ed il controllo di qualita.

In particolare, i primi due capitoli descrivono strategie per trattare i dati delle analisi e massimizzare le infor-
mazioni, sottolineando I'importanza della qualita dei dati e della validazione dei metodi analitici al fine dell’'atten-
dibilita dei risultati.

Il terzo capitolo fornisce alcuni elementi di base per il campionamento, pretrattamento e conservazione del
campione, descrivendo anche semplici dispositivi ed approcci operativi.

| capitoli dal quarto all’'ottavo trattano gli equilibri in soluzione (acido-base, complessazione, precipitazione,
ossido-riduzione) e le classiche tecniche di titolazione. Di rilievo in questa trattazione & I'approccio sistematico
utilizzato per la definizione e risoluzione dei problemi. Gli autori desiderano far comprendere agli studenti che
I'utilizzo di formule risolutive preconfezionate, a parte lo sforzo mnemonico richiesto, pud non essere idoneo ad af-
frontare alcuni problemi che sono out of the box, che, ciog, non si collocano in tipologie ben definite. L'utilizzo di un
approccio sistematico, la definizione del problema analitico attraverso la scrittura delle relazioni fra concentrazioni
all'equilibrio e grandezze note e I'introduzione di ragionevoli approssimazioni per la semplificazione della risoluzio-
ne matematica, consente allo studente di risolvere problemi apparentemente molto complessi.

| capitoli dal nono al quattordicesimo sono dedicati alle tecniche strumentali di pit largo impiego la cui cono-
scenza & imprescindibile bagaglio per chiunque operi in campo chimico analitico.

In particolare, il capitolo 9 & dedicato all’elettroanalisi: accanto alle tecniche elettroanalitiche classiche, a cor-
rente zero o diversa da zero, sono descritti i metodi voltammetrici ad impulso ed un cenno alla coulometria.

Il capitolo 10 tratta i metodi spettroscopici di analisi ed & suddiviso in due sezioni: spettroscopia molecolare e
spettroscopia atomica, con un panorama esaustivo sulle tecniche in assorbimento, emissione e fluorescenza.

Il capitolo 11 & dedicato alle tecniche di separazione, cromatografiche e non; quindi, accanto alla trattazione
delle diverse tecniche di cromatografia gassosa e liquida, sia negli aspetti fondamentali che in quelli strumentali,
sono descritte I'elettroforesi capillare e le tecniche di frazionamento in campo e flusso.



Il capitolo 12 riporta principi, dettagli strumentali e tecniche della spettrometria di massa, descrivendo le tre
tipologie di interesse: la spettrometria di massa organica, inorganica per 'analisi elementare e a rapporto isotopico.

Il capitolo 13 rimarca come la sinergia fra le tecniche analitiche, realizzata con lo sviluppo delle cosiddette tecni-
che ifenate, consenta di affrontare lo studio di campioni di particolare complessita. In particolare, dimostra come la
combinazione dei progressi tecnologici delle tecniche separative e della spettrometria di massa ad alta risoluzione
sia stato determinante nello sviluppo delle scienze -omiche, che hanno come obiettivo la caratterizzazione dell’in-
tero set di un gruppo di biomolecole di un sistema biologico, quali, ad esempio, proteine (proteomica) o metaboliti
(metabolomica) o corredo genetico (genoma).

L'ultimo capitolo & sostanzialmente diviso in due sezioni: la prima parte & dedicata alla chimica bioanalitica e,
dopo il richiamo a conoscenze di carattere generale su biomolecole, descrive i metodi di riconoscimento molecola-
re; la seconda parte e centrata sui sensori e, dopo una panoramica sulle varie tipologie, viene privilegiata la descri-
zione dei sensori di tipo elettrochimico ed ottico. Gli editori hanno voluto inserire questi argomenti che, tipicamen-
te, sono trattati solo in testi di tipo specialistico, ritenendo che le caratteristiche di selettivita, miniaturizzazione,
capacita di misure in tempo reale ed in continuo, rendano i saggi bioanalitici ed i sensori strumenti insostituibili in
numerosi campi applicativi.

Nei capitoli compaiono spesso link e codici QR che rinviano alla bibliografia specialistica e agli “APPROFONDI-
MENTI": qui vengono trattate tecniche strumentali importanti ma pil di nicchia nel bagaglio classico del chimico
analitico, aggiornamenti strumentali, note applicative di particolare rilievo, che integrano la panoramica sui vari
argomenti, per quanti interessati appunto ad approfondire.

Molti capitoli sono corredati con esercizi/problemi a risposta aperta e tutti offrono, con collegamento ad appo-
sito sito, un set di domande a risposta multipla, proposte con I'intento di consentire allo studente un’autovaluta-
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Metodi volumetrici e
titolazioni acido-base

7.1 Metodi gravimetrici e metodi volumetrici

La conoscenza delle reazioni all’equilibrio viste nei Capitoli dal 4 al 6 ha permesso, fin dal secolo XIX, lo sviluppo di
metodi analitici basati su tali equilibri. Questi metodi sono denominati classici, per distinguerli da quelli strumentali
(inventati solo dopo la meta del XX secolo e qui trattati nei Capitoli dal 9 in poi), e possono essere suddivisi in due
grandi categorie: i metodi gravimetrici (dal latino gravis, pesante), basati su misure di massa, e i metodi volumetrici,
che invece sono basati su misure di volume.

| metodi gravimetrici, nella loro formulazione pil generale, consistono nell’aggiunta di un eccesso di reatti-
vo alla soluzione contenente I'analita (la sostanza da analizzare). Il reattivo reagisce con I'analita producendo un
composto poco solubile che pud essere separato dalla soluzione attraverso una filtrazione. La quantita di analita
puo essere quindi determinata mediante una pesata accurata del prodotto della reazione. Pur se concettualmente
molto semplici, i metodi gravimetrici soffrono di alcune limitazioni pratiche molto serie, che includono in partico-
lare la lentezza delle procedure e la facilita di incorrere in errori molto rilevanti nell'analisi. Per tali motivi essi, pur
utilizzati in passato, rivestono oggigiorno un interesse molto limitato. In questo testo non saranno trattati i metodi
gravimetrici.

| metodi volumetrici, al contrario, restano a tutt’oggi molto utilizzati in virtl della loro semplicita, economicita,
rapidita e della elevata accuratezza dei risultati ottenuti. Il presente capitolo e il Capitolo 8 sono dedicati ai metodi
volumetrici di analisi, piu semplicemente denominati titolazioni.
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7.2 Generalita sulle titolazioni

Il metodo delle titolazioni prevede di aggiungere gradualmente una soluzione al campione contenente 'analita. La so-
luzione aggiunta contiene una sostanza, denominata titolante, che ha una concentrazione (titolo) accuratamente nota.
Il titolante & scelto in maniera tale da reagire con I'analita (anche detto titolando) secondo la reazione di titolazione:

A+T=P (7.1)

dove A & I'analita, T & il titolante e P & il prodotto (o i prodotti) della reazione. Ogni titolazione pud avere stechio-
metria pari a 1:1 se ogni mole di analita & consumata da una mole di titolante, come la reazione (7.1); in alternativa la
reazione di titolazione ha stechiometria diversa da 1:1.

La Figura 7.1 mostra |'apparato sperimentale richiesto in una titolazione, che comprende essenzialmente due oggetti
di vetreria, una buretta e una beuta (o un bicchiere). Nel seguito si assumera sempre che il titolante sia contenuto nella
buretta e 'analita nella beuta, come solitamente avviene nella pratica sperimentale (€ comunque possibile condurre una
titolazione anche ponendo il titolante nella beuta e 'analita in buretta). La buretta permette la misura accurata del vo-
lume erogato e regola la velocita di aggiunta del titolante nella beuta mediante un rubinetto posto nella parte inferiore.

La reazione (7.1) puo essere una qualsiasi tra quelle viste nei Capitoli dal 4 al 6. Le titolazioni sono classificate in
base alla natura della (7.1) e vi sono quindi le titolazioni acido-base, le titolazioni complessometriche, le titolazioni per
precipitazione e le titolazioni redox (non esistono, invece, le ipotetiche “titolazioni di ripartizione”, poiché I'equilibrio
di ripartizione (6.33) non prevede una reazione tra due componenti).

7.2.1 Punto di equivalenza e punto di fine

Il punto di equivalenza di una titolazione, convenzionalmente abbreviato con la sigla PE, & la situazione nella quale il
numero di moli di titolante aggiunte nella beuta, n,, & stechiometricamente equivalente al numero di moli di analita
inizialmente presenti nella beuta, n,. In tale condizione, nelle titolazioni di stechiometria 1.1 si ha per definizione:

al PE n_=n Cv=CWw (7.2)
dove V° ¢ il volume iniziale della soluzione contenente 'analita (presente nella beuta), v & il volume di titolante

aggiunto mediante la buretta, C, & la concentrazione stechiometrica di analita (sperimentalmente incognita) nella
soluzione da titolare e C, & la concentrazione stechiometrica di titolante nella soluzione in buretta (Figura 7.1). Il PE

jromn
&

Lo
g

titolante
Chv

Lo
g

L
=

analita
C, v
Figura 7.1 Vetreria richiesta per condurre una titolazione (disegno e
foto) e simbologia utilizzata nei Capitoli 7 e 8 del testo.
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ha un significato intuitivo ben definito: considerato che, come si vedra meglio nel prosieguo del capitolo, le reazioni
di titolazione (7.1) sono fortemente spostate verso destra, il PE rappresenta la situazione nella quale I'analita & stato
completamente consumato dal titolante.

L'utilita pratica del PE si esplica nel fatto che esso permette la quantificazione dell’analita. Se si misura il
volume di titolante aggiunto al PE di una titolazione, si pud calcolare n. (numero di moli del titolante) dato dal
prodotto tra il volume e la concentrazione stechiometrica di titolante. Noto n,, si ricava immediatamente la
quantita incognita di analita (numero di moli n,). | calcoli richiesti per calcolare n, sono molto semplici e sono
illustrati nel Box 7.1.

BOX 7.1

10 mL di una soluzione di analita A presenti in una beuta sono titolati da un titolante T a concentrazione C, = 0.01 M (la stechiome-
tria della reazione A + T sia 1:1). Il PE si ha con I'aggiunta di 17.1 mL di soluzione di T. Calcolare il numero di moli di A presenti
inizialmente nel campione e la sua concentrazione.

n.¢paria Cve al PErisulta paria 1.71 - 10~ moli. Per la (7.2) queste sono anche le moli di A:
n, =171 - 10 moli.

La concentrazione di A & pari alle moli diviso per il volume iniziale: C, = 1.71 - 102 M

Sideve infine osservare che il PE di una titolazione & un valore vero; per quanto visto nel capitolo 1, esso non puo
essere sperimentalmente accessibile. In una titolazione & possibile ricavare solo una stima del PE, che & chiamata
punto di fine (PF). Nel seguito si parlera di PE quando si considerano valori teorici ottenuti da calcoli, e di PF quando
invece si considerano risultati sperimentali oppure metodi per stimare il PE.

7.2.2 Soluzioni a concentrazione accuratamente nota

Poiché la quantita di analita incognita (n,) si ricava dalle moli di titolante (n,) aggiunte al PF e poiché a loro volta
queste si ottengono da C,, ne consegue che un'eventuale inaccuratezza di C, si propagherebbe su n,, ciog, se C,
fosse incerto anche n, lo sarebbe (cfr. Paragrafo 1.5, propagazione delle varianze). E necessario quindi garantire che
C, sia noto con la massima accuratezza possibile per poter ottenere dati analitici affidabili per n,. Le soluzioni aventi
una concentrazione accuratamente nota di una determinata sostanza sono dette soluzioni standard.

La preparazione di una soluzione standard richiede innanzitutto che la sostanza sia pesata utilizzando una bilan-
cia analitica, che & una bilancia (oggigiorno quasi esclusivamente di tipo digitale) caratterizzata da una risoluzione non
superiore a (non peggiore di) 0.1 mg e anche da ottime esattezza e precisione. Di norma il titolante non viene poi uti-
lizzato tal quale, ma disciolto in una soluzione; a tale scopo la quantita pesata va trasferita in un recipiente avente a
sua volta un volume molto accurato, il matraccio, e sciolta col solvente (solitamente acqua deionizzata o ultrapura).

Affinché la soluzione di titolante sia standard, & anche necessario che esso sia disponibile con una purezza
elevatissima (almeno 99.9%) oppure che sia purificabile con facilita (ad esempio mediante un passaggio in stufa).
Il titolante deve, inoltre, essere stabile all’aria, perlomeno nei tempi richiesti per preparare la soluzione e per il suo
utilizzo, nonché in acqua (o nel solvente in cui si conduce la titolazione). Le sostanze che presentano questi requisiti
sono dette standard primari e solo tali sostanze possono essere utilizzate per preparare soluzioni standard. E ne-
cessario sottolineare che i due requisiti dell'elevata purezza e della stabilita all'aria non sono facilmente verificabili,
tanto che le sostanze considerabili come standard primari sono relativamente poche.

In vecchi libri di testo di analisi chimica puo essere riportato un ulteriore requisito richiesto alle sostanze per essere
considerate standard primari: avere unelevata massa molecolare (MM). A parita di moli, infatti, una sostanza con
elevata MM richiede di pesare masse maggiori di quelle di sostanze con MM pili basse, e una pesata elevata mini-
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mizza l'errore relativo (pari alla risoluzione della bilancia, che é una costante, divisa per la massa pesata), e quindi
l'incertezza su n..

Oggigiorno il requisito di un'elevata MM risulta poco rilevante, data la ottima (piccola) risoluzione che presentano
le comuni bilance analitiche digitali. Resta comunque valida la raccomandazione che le soluzioni standard siano pre-
parate pesando quantita sufficientemente elevate (pari ad almeno mille volte la risoluzione) di standard primario, in
modo da non introdurre rilevanti errori relativi nella pesata.

4

Le soluzioni costituite da sostanze che non sono standard primari possono comunque essere usate per con-
durre titolazioni se esse sono state preventivamente sottoposte alla standardizzazione, cioé se per esse & stata
determinata la concentrazione accurata (come suggerisce il termine, la standardizzazione rende standard una
soluzione che inizialmente non lo &). La standardizzazione si esegue titolando la soluzione da standardizzare
con un’altra soluzione costituita da uno standard primario. Si ottiene in tal modo il numero accurato delle moli
e quindi la concentrazione della soluzione in esame; tale soluzione puod poi essere utilizzata come titolante per
gli analiti di interesse.

Svariate ditte commercializzano soluzioni standard di molti titolanti comuni, rendendo quindi non necessaria la loro
standardizzazione. Tuttavia, poiché il costo di tali soluzioni supera quello richiesto per operare la standardizzazione,

esse risultano convenienti solo in laboratori di analisi aventi un'elevata produttivita. p

Nel seguito, almeno nei casi pil comuni, sara evidenziato se i titolanti menzionati sono standard primari o se
invece necessitano di una standardizzazione preventiva.

7.2.3 Concentrazioni stechiometriche durante una titolazione

Come tutte le reazioni all’equilibrio, anche per la reazione di titolazione (7.1) & possibile calcolare la concentrazione
all'equilibrio per tutte le specie coinvolte nella reazione stessa. Si possono scrivere le leggi dell'azione di massa, i
bilanci di materia e il bilancio di carica (o protonico, o elettronico), e operare le approssimazioni piu opportune in
dipendenza delle proprieta della reazione di titolazione. Il calcolo e i risultati sono sempre riferiti alla beuta, sede
della reazione stessa (nella buretta non hanno luogo reazioni).

Vi & un’unica importante differenza da considerare rispetto a quanto fatto nei Capitoli dal 4 al 6: il volume totale
nella beuta aumenta, e di conseguenza le concentrazioni stechiometriche cambiano, al procedere della titolazione.
In particolare, la concentrazione stechiometrica di analita diminuisce per effetto della diluizione, mentre quella di
titolante presente nella beuta, inizialmente nulla, aumenta.

BOX 7.2

Si raccomanda ancora una volta di non confondere le concentrazioni stechiometriche con le concentrazioni all’equilibrio. Ad esempio,
durante la titolazione la concentrazione stechiometrica di A nella beuta & attesa diminuire per il solo effetto della diluizione, mentre
quella all’equilibrio diminuisce anche per il decorso della reazione di titolazione (7.1).

Le concentrazioni stechiometriche di analita, C, € titolante, C,, presenti nella beuta dopo I'aggiunta i-esima di
titolante cambiano come segue:

N Cv

o= Vs GtV ry 73)
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BOX 7.3

Ad esempio, se la beuta contiene 20 mL di una soluzione di A 0.01 M e in essa si aggiungono 5 mL di una soluzione contenente T
0.02 M, dalle equazioni (7.3) si puo calcolare che le nuove concentrazioni stechiometriche nella beuta che si hanno dopo I'aggiunta
Sono pari a:

G, = 0.008M, C,, = 0.004 M

Dalla (7.3) consegue che al PE deve anche essere:
¢, =G, (7.4)

7.2.4 Grado di titolazione ed errore di titolazione

Le equazioni (7.3) mostrano che C, ;e C;, dipendono sia da v che da V°; ovviamente anche le concentrazioni all'equi-
librio devono dipendere dai volumi. V° & una costante nell'ambito della titolazione, per cui la variabile in funzione
della quale sono espresse le concentrazioni & v (variabile indipendente).

Una variabile indipendente alternativa, rigorosa e pit semplice al tempo stesso, & il grado di titolazione, o frazio-
ne titolata. 11 grado di titolazione si indica con @ (talvolta con x) e per titolazioni di stechiometria 1:1 & definito dalla
relazione:

n, T CVC, 75)

@ & un numero puro, talvolta espresso in percentuale, che indica quanto titolante & stato aggiunto rispetto
all'analita presente all'inizio della titolazione. La comodita della definizione di @ consiste nel fatto che i suoi valori
dipendono dal rapporto delle concentrazioni stechiometriche e dei volumi, ma non dipendono dai singoli valori e
dalla natura di titolante e analita. Il grado di titolazione rappresenta dunque una variabile normalizzata che conferi-
sce generalita alla trattazione e sara utilizzato in questo capitolo e nel successivo. La scelta di v come variabile indi-
pendente, che invece & preferita in ambito sperimentale, non comporta comunque alcuna modifica delle proprieta
delle titolazioni cosi come verranno definite nel seguito, in quanto @ e v sono direttamente proporzionali tra loro a
meno di costanti, come mostra la (7.5).

BOX 7.4

Calcolare il valore di @ nella situazione descritta dal Box 7.3.

n. & paria C.ve risulta pari a 10~ moli; n, € dato da C,/° e vale 2 - 10~ moli. Quindi si ha:
@ = 0.5(050%).

Lo stesso risultato si ottiene oviamente anche rapportando i valori di C; e C, ;ottenuti nel Box 7.3, e indica che € stato aggiunto un
numero di moli di titolante pari al 50% delle moli iniziali di analita. ’ ’

Dalle equazioni (7.2) e (7.5) segue che al PEsiha @ = 1.
In generale quindi, secondo la definizione di @ si ha:
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conversione esterna; questo fenomeno & comunque piu frequente per alte concentrazioni. Il secondo processo &
I'auto-assorbimento: questo si verifica quando la lunghezza d’'onda della radiazione emessa corrisponde a quella di
un salto energetico di una banda di assorbimento; in questo caso I'emissione di fluorescenza non ha luogo perché
viene assorbita dalla molecola stessa.

Microscopie e fluorescenza

La combinazione tra spettroscopia di fluorescenza e microscopia ottica ha aperto la strada a numerosi e rilevanti
esperimenti, soprattutto nello studio di sistemi di interesse biologico, al punto che la presenza di un microscopio a
fluorescenza & scontata in qualsiasi laboratorio biomedico, biochimico o biofisico.

Un microscopio a fluorescenza per molti versi rappresenta la somma di un microscopio ottico e di uno spet-
trofluorimetro. La radiazione proveniente da una sorgente luminosa viene selezionata in termini di lunghezza d’on-
da e focalizzata sul campione. La luce emessa dal campione a causa della fluorescenza viene quindi raccolta, sele-
zionata in modo da eliminare la radiazione usata per I'eccitazione e quindi quantificata utilizzando un rivelatore.
Sorgente, selettori/monocromatori, lenti e rivelatori sono in tutto e per tutto analoghi a quelli utilizzati in uno
spettrofluorimetro. La tipologia di microscopio comunemente usata & il microscopio invertito (altrimenti detto a
epifluorescenza), chiamato cosi in quanto gli obiettivi si trovano al di sotto del campione e la radiazione di eccita-
zione colpisce il campione dal basso, mentre la luce bianca utilizzata per le misure in trasmissione in campo chiaro
proviene tipicamente dall'alto (Figura 10A.55).

Un componente ottico fondamentale per il funzionamento di questo tipo di microscopio € il cosiddetto cubo
per fluorescenza, rappresentato in Figura 10A.55b. Questo dispositivo viene costruito combinando tre dispositi-
vi ottici. Il filtro di eccitazione seleziona la radiazione proveniente dalla sorgente, lasciando passare unicamente
la banda spettrale utilizzata per eccitare il campione. La radiazione passante colpisce uno specchio dicroico,
venendo indirizzata verso il campione. La radiazione di fluorescenza viene emessa in tutte le direzioni, inclusa la
direzione dello specchio dicroico da cui proviene la radiazione di eccitazione. Lo specchio dicroico & trasparente
rispetto alla radiazione dovuta alla fluorescenza, che raggiunge quindi il rivelatore (tipicamente una fotocamera
CCD).

Nella microscopia a fluorescenza convenzionale il segnale di fluorescenza che raggiunge il rivelatore non pro-
viene da un unico piano focale: infatti, quando il campione ha uno spessore maggiore rispetto al piano focale
dell’'obiettivo del microscopio, il segnale proviene da diverse profondita all'interno del campione. Un miglioramento
estremamente rilevante della tecnica & stato apportato dall'introduzione della geometria confocale: grazie alla
presenza di un foro stenopeico (detto anche apertura confocale) posto ad una distanza opportuna in prossimita del
rivelatore, il segnale di fluorescenza proveniente dal piano focale viene registrato, mentre il segnale fuori fuoco,
proveniente da diverse profondita all'interno del campione, viene bloccato permettendo I'ottenimento di immagini

Al rivelatore

Campione
Filtro di s .
eccitazione pecchio

1?&%52;2 dicroico
CCD Sorgente
luminosa

Specchio dicroico Al campione
a b.

Figura10A.55 (a) Schema di un microscopio invertito per misure in fluorescenza. (b) Cubo per microscopia in fluorescenza (la visione
& rovesciata rispetto alla posizione occupata nel microscopio).
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Figura 10A.56 Geometria utilizzata per la microscopia in fluore-
scenza confocale: |a radiazione emessa da regioni del campione al
di fuori del piano focale non raggiunge il rivelatore grazie all’effetto
barriera dell'apertura confocale.

Laser }=7~

Apertura

confocale Specchio

dicroico

o Radiazione proveniente
dal piano focale

* Radiazione proveniente
da sotto il piano focale

Piano focale

nettamente piu risolte (Figura 10A.56). Sebbene la microscopia confocale fosse stata descritta gia a meta anni 'so
del secolo scorso, & stata ampiamente adottata solo a partire dalla fine degli anni ‘70, in parallelo allo sviluppo delle
sorgenti laser ed alle tecniche di scansione.

L'approccio confocale consente non solo di raccogliere la radiazione emessa da un singolo piano, ma anche di
illuminare/osservare un volume ridotto del campione, tipicamente nell'ordine di pochi femtolitri. L'investigazione
di un volume cosi piccolo di una soluzione diluita di fluorofori (vale a dire, un numero relativamente piccolo di mo-
lecole fluorescenti) puo dare origine a fluttuazioni nel segnale di fluorescenza a causa della diffusione browniana
di particelle dentro e fuori il volume di osservazione (Figura 10A.57). Questa ¢ I'idea alla base delle spettroscopie
basate sulla fluttuazione della fluorescenza (Fluorescence Fluctuation Spectroscopies, FFS); tuttavia tali fluttua-
zioni possono derivare anche da altre cause, quali ad esempio variazioni della resa quantica legate a variazioni
conformazionali di un fluoroforo o a fluttuazioni intrinseche del fluoroforo stesso. Nonostante le fluttuazioni di
fluorescenza possano apparire all'occhio inesperto come rumore casuale, spesso la loro analisi permette di estrarre
molte informazioni sui sistemi oggetto di studio.

10A.4.2 Fosforescenza

La fosforescenza & un altro fenomeno di fotoluminescenza. Capire la distinzione fra fluorescenza e fosforescenza
richiede una comprensione degli spin degli elettroni e della differenza fra stato di singoletto e stato di tripletto. Le mo-
lecole ordinarie (che non abbiano radicali liberi) si trovano nello stato fondamentale con spin elettronici appaiati.
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Figura10A.57 Fluttuazioni nel segnale di fluorescenza a causa della diffusione Browniana di particelle dentro e fuori il volume di os-
servazione.
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a. Stato fondamentale b. Stato eccitato ¢. Stato eccitato
di singoletto di singoletto di tripletto

Figura1oA.58 Stati di spin elettronico delle molecole. In (a) viene mostrato lo stato elettronico fondamentale. Nello stato pit basso di
energia o stato fondamentale, gli spin sono sempre appaiati: questa configurazione si dice stato di singoletto. In (b) e (c) sono mostrati
gli stati elettronici eccitati. Se gli spin rimangono appaiati nello stato eccitato, la molecola & in uno stato eccitato di singoletto (b). Se
gli spin diventano spaiati, la molecola & in uno stato eccitato di tripletto (c).

Uno stato elettronico molecolare in cui tutti gli spin elettronici sono appaiati si dice stato di singoletto. Lo stato
fondamentale di un radicale libero, d'altra parte, &€ uno stato di doppietto, perché I'elettrone spaiato pud assumere
due orientazioni in un campo magnetico.

Quando uno di una coppia di elettroni in una molecola viene eccitato ad un livello di energia piu elevato, puo
essere prodotto uno stato di singoletto o di tripletto. Nello stato di singoletto eccitato, lo spin dell’elettrone pro-
mosso € ancora opposto a quello dell’'elettrone rimanente. Nello stato di tripletto, invece, gli spin dei due elettroni
diventano spaiati e sono quindi paralleli. Questi stati possono essere rappresentati come illustrato nella Figura
10A.58. Lo stato di tripletto eccitato & meno energetico del corrispondente stato di singoletto eccitato.

La fluorescenza delle molecole coinvolge una transizione da un singoletto eccitato allo stato di singoletto fonda-
mentale. Questa transizione & altamente probabile e quindi la vita di uno stato di singoletto eccitato & molto breve
(107 secondi o meno). La fosforescenza molecolare, d’altra parte, comporta una transizione da uno stato di tripletto
eccitato allo stato di singoletto fondamentale. Poiché questa transizione produce un cambiamento nello spin degli
elettroni, & molto meno probabile. Quindi, lo stato di tripletto ha una vita molto pit lunga (tipicamente da 10 a
qualche secondo). Fosfori allo stato solido vengono usati per rivestire lo schermo di tubi catodici e permettono di
osservare |'azione dei fasci di elettroni in molti oscilloscopi, televisori e monitor di computer.

La lunga durata della fosforescenza & anche uno dei suoi svantaggi. Infatti, a causa di questa lunga durata,
processi non radiativi possono competere con essa per disattivare lo stato eccitato. Pertanto, |'efficienza del pro-
cesso di fosforescenza, e di conseguenza I'intensita di fosforescenza, & relativamente bassa. Per aumentare questa
efficienza, la fosforescenza viene osservata comunemente a bassa temperatura in mezzi rigidi, come i vetri. Negli
ultimi anni, sono state messe a punto strategie per misurare la fosforescenza a temperatura ambiente. In partico-
lare, la molecola di cui si vuole monitorare la fosforescenza viene adsorbita su una superficie solida o confinata a
livello molecolare (per esempio nelle cavita delle ciclodestrine o in micelle) in modo da proteggere il fragile stato
di tripletto.

BOX 10A.10
SISTEMI MICELLARI: FOSFORESCENZA E FLUORESCENZA

Nella fosforescenza a temperatura ambiente, lo stato di tripletto dell’analita pud essere protetto incorporando I'analita stesso in una
micella formata da un tensioattivo. Nelle soluzioni acquose le micelle hanno un nucleo apolare, perché il tensioattivo tende a esporre
la testa polare verso il solvente. Il contrario si verifica nei solventi non polari.

La capacita delle micelle di influenzare le proprieta ottiche di alcune molecole & usata anche nei fluorofori per determinare la concen-
trazione critica micellare di un tensioattivo: in questi esperimenti, la concentrazione del tensioattivo viene progressivamente aumen-
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tata in presenza di un fluoroforo, fino a che non si osserva una variazione delle proprieta di emissione di quest’ultimo. La concentra-
zione a cui questo avviene, corrisponde alla concentrazione minima a cui si ha formazione di micelle da parte del tensioattivo.

Struttura delle micelle

vz
N

Micella in solvemte
acquoso

Non polare

Polare

Non polare

Micella in solvemte
non acquoso

A causa della sua debole intensita, la fosforescenza &€ molto meno utilizzata rispetto alla fluorescenza. Tuttavia,
la fosforimetria viene utilizzata per la determinazione di specie organiche e biochimiche, tra cui acidi nucleici, am-
minoacidi, pirina e pirimidina, enzimi, idrocarburi policiclici e pesticidi. Anche molti composti farmaceutici presen-
tano segnali di fosforescenza misurabili.

La strumentazione per la fosforescenza & un po’ piti complessa di quella per la fluorescenza. Di solito un fosfo-
rimetro consente la discriminazione della fosforescenza dalla fluorescenza ritardando la misurazione della fosfo-
rescenza fino a quando la fluorescenza & decaduta quasi a zero. Molti spettrofluorimetri sono dotati di accessori,
chiamati fosforoscopi, che consentono di utilizzare lo stesso strumento per le misure di fosforescenza.

10A.4.3 Chemiluminescenza

La chemiluminescenza viene prodotta quando una reazione chimica genera una molecola eccitata elettronicamen-
te, che emette luce quando ritorna allo stato fondamentale. Le reazioni di chemiluminescenza si riscontrano in un
certo numero di sistemi biologici, dove il processo & spesso chiamato bioluminescenza. Esempi di specie che mostra-
no bioluminescenza sono: la lucciola, la viola del pensiero, alcune meduse, batteri, protozoi e crostacei.

x)

La lucciola produce luce dal fenomeno della bioluminescenza. Diverse specie di lucciole lampeggiano con frequenze
diverse e questa frequenza é utilizzata come metodo di riconoscimento, perché le lucciole si accoppiano solo con la
propria specie.

1N
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Una caratteristica interessante della chemiluminescenza per usi analitici & la semplicita della strumentazione.
Poiché non & necessaria alcuna sorgente esterna di radiazione per I'eccitazione, lo strumento pud consistere solo
in un recipiente di reazione e in un tubo fotomoltiplicatore. Generalmente, non & necessario alcun dispositivo di
selezione della lunghezza d’'onda perché I'unica fonte di radiazione & la reazione chimica.

| metodi di chemiluminescenza sono noti per la loro elevata sensibilita. I limiti di rivelazione tipici variano da
parti per milione (ppm) a parti per miliardo (ppb) o inferiore. Le applicazioni includono la determinazione di gas,
come ossidi di azoto, ozono e composti dello zolfo, determinazione di specie inorganiche, come il perossido di
idrogeno e alcuni ioni metallici, tecniche di immunodosaggio, DNA probe assay e metodi PCR (Polymerase Chain
Reaction).

Diversi analizzatori commerciali per la determinazione dei gas si basano sulla chemiluminescenza; ad esempio,
la concentrazione di monossido di azoto (NO) presente in aria viene determinata mediante questa tecnica. Per la
determinazione di NO, I'aria in esame viene miscelata con ozono in una cella di reazione. L'ozono reagisce rapi-
damente con il monossido di azoto formando biossido di azoto eccitato e instabile (NO¥) che, ritornando nel suo
stato fondamentale (NO,), emette una radiazione elettromagnetica ultravioletta (hv).

NO+OS—>NO;‘+O2
NOr¥ — NO, + hv

La radiazione di chemiluminescenza viene misurata mediante un rivelatore ed & direttamente correlata alla
concentrazione di monossido di azoto presente in aria.

La determinazione della concentrazione totale di ossidi di azoto (NO,) viene eseguita facendo convertire tutti
gli ossidi di azoto a NO per via catalitica (generalmente viene usato molibdeno come catalizzatore, a temperature
di circa 400 °C) e procedendo poi con la reazione chemiluminescente con ozono.

La semplicita della strumentazione richiesta nelle misure di chemiluminescenza e I'elevata sensibilita hanno
reso possibile la realizzazione di biosensori con elevate prestazioni per la determinazioni di numerosi analiti (vedi
Capitolo 14).

10A.5 Spettroscopie vibrazionali: assorbimento nell’infrarosso e spettrosco-
pia Raman

La regione infrarossa dello spettro elettromagnetico ha energie che corrispondono a quelle delle transizioni fra
livelli energetici vibrazionali/rotazionali delle molecole. Questa regione si estende fra 0.8 e 1000 um (vale a dire tra
10 e 12500 cm™ in numeri d’onda (ricordiamo che il numero d’onda é I'inverso della lunghezza d’onda), ed & suddivisa
in tre sotto-regioni (Figura 10A.59), che sono utilizzate in tecnologie diverse fra loro dal punto di vista teorico e
applicativo, e richiedono strumentazioni apposite.
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lo spettro elettromagnetico.
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La regione di gran lunga pit importante dal punto di vista analitico & il medio IR (mid infrared, MIR), che si esten-
de approssimativamente tra 2.5 e 25 ym (corrispondenti a 4000-400 cm™): questa regione costituisce I'intervallo
dove cade la maggior parte delle bande di assorbimento fondamentali e viene utilizzata per I'analisi qualitativa e
quantitativa fin dagli anni ‘so del secolo scorso. La spettroscopia nel vicino infrarosso (near infrared, NIR) identifica
il range di lunghezze d’onda da circa 0.8 a circa 2.5 pm (pari a 12500-4000 cm™): questa tecnica ha guadagnato po-
polarita dalla meta degli anni ‘8o e attualmente costituisce un ramo importante della spettroscopia IR, che copre
un’ampia gamma di metodi di analisi qualitativi e quantitativi. Ad esempio, riveste un ruolo importante in settori
industriali, dove viene utilizzata come metodo rapido per I'identificazione, la classificazione e il controllo di qualita
di prodotti, nonché per la determinazione delle proprieta chimiche e fisiche di prodotti e delle concentrazioni di
componenti nelle applicazioni di processo. Tuttavia, l'utilizzo della tecnica NIR & importante anche per la ricerca
scientifica di base, come sara mostrato pil avanti fra le applicazioni. Il lontano infrarosso (far infrared, FIR), infine,
si estende fra 25 um e 1 mm (400-10 cm™). E stato di interesse principalmente accademico in passato; in tempi pili
recenti, la messa a punto di nuova strumentazione ha reso molto piu facile I'accesso alla regione FIR e a quella ad
essa adiacente, delle microonde, che vengono identificate complessivamente col termine spettroscopia terahertz, la
quale ha subito un notevole sviluppo di applicazioni che ne fanno uso.

Fra le spettroscopie vibrazionali si annovera, inoltre, la spettroscopia Raman, la quale si distingue dalla spettro-
scopia IR sia per I'origine dei fenomeni che studia sia per la strumentazione con cui essi vengono osservati. Tuttavia,
le due tecniche sono accomunate dal fatto che entrambe forniscono uno spettro prodotto da transizioni vibrazio-
nali. Nei paragrafi successivi, accessibili tramite il codice QR10A.1 sottostante, saranno presentati i principi di base
di entrambe, assieme agli aspetti strumentali e ad alcuni esempi applicativi.

QR10A.71
Paragrafi 10A.5.1-10A.5.8
Assorbimento nell’infrarosso e spettroscopia Raman: principi base, aspetti strumentali ed esempi applicativi
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