


Il  principio  su cui si basano le spettroscopie  è la 
possibilità  di interazione  tra  materia  ed energia  
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La spettrofotometria  molecolare  UV/VIS  si basa 
sullõassorbimento selettivo,  da parte  di molecole,  delle  
radiazioni  con lunghezza dõonda compresa fra  100  nm 
e 800  nm 



ALLA LUCE È STATA ATTRIBUITA UNA DOPPIA NATURA  

Isaac Newton (1642 - 1727)  

Natura  corpuscolare ,  avanzata  
da Newton  il  quale sosteneva 
che la luce fosse  costituita  da 
un flusso  di corpuscoli  

Christiaan Huygens (1629 - 1695)  

Natura  ondulatoria ,  avanzata  da 
Huygens che invece sosteneva 
che la luce consistesse  nel 
movimento ondulatorio  dell'etere  
in analogia col suono ma con 
velocità  più elevata  

http://it.wikipedia.org/wiki/File:Christiaan_Huygens.jpg


(1879 - 1955)  

Decenni dopo lõapparente vittoria  dellõipotesi 
ondulatoria,  la scoperta  dellõeffetto fotoelettrico  
riaprì  le ostilità,  e Albert  Einstein  fornì  una 
meravigliosa  teoria  dellõassorbimento e 
dellõemissione della  luce sulla base della  sua 
natura  corpuscolare ,  ed introdusse  il  concetto  di 
fotone  (o particella  di luce o granulo di energia)  

James Clerk Maxwell  
(1831 - 1879)  

Maxwell  propose una soluzione ondulatoria  sostenendo 
che la radiazione  elettromagnetica  fosse  un fenomeno 
ondulatorio  che non richiedeva  alcun supporto  materiale  
per  diffondersi  nello spazio e che nel vuoto viaggiava alla 
velocità  della  luce.  
Il  suo lavoro  venne definito  la «seconda grande 
unificazione  della  fisica»  dopo quella operata  da Isaac  
Newton  

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/57/James_Clerk_Maxwell.png


La radiazione  elettromagnetica  è composta da un vettore  
elettrico  e da un vettore  magnetico  che oscillano su piani tra  loro  
perpendicolari,  a loro  volta  perpendicolari  alla  direzione  di 
propagazione 



La lunghezza dõonda l è la distanza tra due massimi successivi  

La frequenza n è il numero di oscillazioni al secondo e si esprime in Hertz  

Il prodotto della frequenza per la lunghezza dõonda d¨ la velocità di propagazione  

v =  n Å l 

 

Nella  teoria  corpuscolare  la velocità  della  luce è la velocità  con la quale i corpuscoli  

attraversano  lo spazio vuoto 

Nella  teoria  ondulatoria  la velocità  della  luce è la velocità  alla quale si propaga lõonda 

luminosa 



hɡE= h = COSTANTE DI  PLANCK 
      (6.626 Å 10- 34 Js ) 
n = FREQUENZA  

ɚɡv= l = LUNGHEZZA DõONDA 
n= FREQUENZA  
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La radiazione  elettromagnetica  va considerata  come costituita  da 

pacchetti  discreti  di energia  chiamati  fotoni  o quanti  

Energia di un 
fotone  

Velocità di 
propagazione 



AD OGNI LUNGHEZZA DõONDA Eõ ASSOCIATO UN 
CONTENUTO ENERGETICO  

ɚ

hv
E=

La lunghezza dõonda è inversamente  proporzionale  allõenergia, quindi 
più grande è l e minore sarà  il  contenuto  di energia  posseduto dalla  
radiazione  elettromagnetica  



Lo spettro  elettromagnetico  di una radiazione  è la distribuzione  in energia  
(o in lunghezza d'onda  o in frequenza)  dell' intensità  di quella radiazione  
elettromagnetica  

LO SPETTRO ELETTROMAGNETICO  



La regione dello  spettro  elettromagnetico  che va da 100  nm ad 

800  nm viene indicata  come regione dellõ ULTRAVIOLETTO  e del 

VISIBILE  
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La materia  subisce modificazioni  nella struttura  elettronica  delle  
molecole di cui è composta 



Il  contenuto  energetico  degli  atomi  (o delle  molecole) di  cui è composta la materia  

aumenta e gli elettroni  passano da un livello  più basso di energia  (stato  fondamentale)  

a livelli  energetici  superiori  (stati  eccitati)  

Il  passaggio dellõelettrone da un livello  energetico  allõaltro si chiama transizione  

La variazione  di energia  associata  ad ogni transizione  è DE = En- En- 1 = hȆ 
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E2 = 15  

E1 = 10  

E0 = 0  E1 = 6  E1 =10  

E1 = 3  E1 = 5  

Gli stati  eccitati  sono caratterizzati  da una vita  piuttosto  breve  ed il  
ritorno  allo stato  fondamentale,  chiamato  decadimento ,  avverrà  con 
emissione di radiazioni  



Lõenergia  potenziale  totale  di una molecola è rappresentata  dalla  

somma  

ETOTALE  = E ROTAZIONALE  + E VIBRAZIONALE  + E ELETTRONICA  

 

La transizione  di un elettrone  fra  due orbitali  è chiamata  

transizione  elettronica ;  a questa  si aggiungono altri  due tipi  di 

transizioni  indotte  da radiazioni :  le transizioni  vibrazionali  e le 

transizioni  rotazionali  

La quantità  di ciascuna forma  di energia  posseduta da una molecola 

non ha soluzione di continuità,  ma è caratterizzata  da una serie  di 

stati  o livelli  discreti .  Le differenze  di energia  tra  i diversi  stati  

sono del seguente ordine :  

EELETTRONICA > E VIBRAZIONALE > E ROTAZIONALE  



Lõassorbimento molecolare  nelle regioni  dellõUV e del Visibile  consiste  in 

bande di assorbimento  formate  da linee strettamente  ravvicinate .  

Ogni linea nasce dalla  transizione  di un elettrone  dal suo stato  

fondamentale  ad uno dei molti  stati  energetici  vibrazionali  e rotazionali  

associati  ad ogni stato  energetico  elettronico  eccitato .  



Gli elettroni  coinvolti  nelle transizioni  sono:  

 

-  elettroni  s:  elettroni  di legame molto  vicini  al nucleo che 

necessitano  di elevata  energia  per  passare allo stato  eccitato  

(legami semplici  C- C;  UV- lontano)  
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Gli elettroni  coinvolti  nelle transizioni  sono:  

 

-  elettroni  s:  elettroni  di legame molto  vicini  al nucleo che 

necessitano  di elevata  energia  per  passare allo stato  eccitato  

(legami semplici  C- C;  UV- lontano)  

 

-  elettroni  p:  elettroni  di legame che richiedono  minore energia  

rispetto  agli elettroni  s per  passare allo stato  eccitato  (doppi e 

tripli  legami) 

 

-  elettroni  n:  elettroni  appartenenti  ad un doppietto  libero  (azoto,  

ossigeno, zolfo ;  UV- vicino) 



TRANSIZIONI OSSERVABILI  

 

ŵ ­ ŵ*  

Ù ­ Ù*  

n ­ ŵ*  

n ­ Ù*  



Le transizioni  compiute  dallõelettrone possono essere  distinte  in due 

tipi :  

 

TRANSIZIONI  LEGALI  o PERMESSE:  si verificano  tra  due orbitali  

della  stessa  natura,  ma di simmetria  diversa  (p­p* ,  s­s*) 

 

TRANSIZIONI  ILLEGALI  o INTERDETTE :  si verificano  tra  due 

orbitali  di  natura  differente  (n­p* ,  n­s*) 



TRANSIZIONI LEGALI o PERMESSE ( s­s* , p­p*) 

Lõenergia richiesta  per  far  transitare  un 
elettrone  in un orbitale  di legame s al 
corrispondente  orbitale  di  non legame è 
grande.  
Ad esempio,  il  metano che possiede solo legami 
s C- H mostra  un massimo di assorbanza  a 125  
nm.  Transizioni  di  questo tipo  sono visibili  solo 
tramite  tecniche  di registrazione  òin vuotoó 

Prendendo in considerazione  unõolefina semplice,  
la transizione  più importante  (minore  energia)  
sarà  quella tra  gli  orbitali  HOMO  e LUMO (p-
p*).  
In  sistemi  semplici  essa avviene a 170 - 200  nm 
per  cui è rilevabile  tramite  tecniche  di  
registrazione  òin vuotoó 

In  termini  energetici,  per  effettuare  transizioni  legali  è richiesto  un DE più elevato  
Malgrado  ciò è stato  osservato  che le transizioni  legali  vengono seguite  da un numero elevato  di 
molecole dando sullo spettro  una banda di assorbimento  di intensità  alta  (valore  di assorbanza  
elevato)  



TRANSIZIONI ILLEGALI o INTERDETTE (n ­p*) 

Esempio del gruppo carbonilico  

La transizione  interdetta  n­p*  è dovuta  
allõeccitazione di uno degli  elettroni  dei doppietti  
di non legame dellõossigeno che passa allõorbitale 
di antilegame  del gruppo carbonilico  p* .  Questa  
transizione  è interdetta  in quanto lõorbitale n e 
lõorbitale di antilegame  p*  giacciono su piani 
perpendicolari  fra  loro ;  quando una radiazione  
colpisce una molecola si assiste  ad una torsione  
di legame che permette  una parziale  
sovrapposizione dei due orbitali .  
 
Nel  gruppo carbonilico  è possibile  anche la 
transizione  permessa (p­p*).   



TRANSIZIONI ILLEGALI o INTERDETTE (n ­s*) 

Queste  transizioni  sono date  da composti  saturi  contenenti  atomi  con 

coppie di elettroni  non condivisi  (O,  N,  S) e generalmente  richiedono  meno 

energia  rispetto  alla transizione  s-s*  



Transizione interdetta: 0 Ò Ŵ Ò 500  

Transizione permessa: 1000 Ò Ŵ Ò 100000  

Ŵ = Coefficiente di estinzione molare = Assorbanza specifica  

Transizioni  permesse:  assorbanza  
elevata  
 
Transizioni  interdette :  assorbanza  
bassa 

Acido ferulico  



DOPPI LEGAMI CONIUGATI IN UNA MOLECOLA  

delocalizzazione elettronica con conseguente 

diminuzione energetica tra un livello e l'altro  

Tale  delocalizzazione  può essere  estesa  a tutta  la molecola oppure 

può risultare  limitata  a raggruppamenti  particolari,  separati  fra  di 

loro  nella molecola da un insieme di legami completamente  saturi  

che fungono da isolante  e che quindi impediscono la delocalizzazione  

Raggruppamento chimico insaturo  responsabile  di un assorbimento  
situato  nella regione delle  lunghezze d'onda  comprese tra  180  e 
1000  nm 

CROMOFORI 



CROMOFORI 

Gruppi etilenici, acetilenici, carbonilici, carbossilici, azoici, nitrici, nitrosi  



APPLICAZIONI DELLA SPETTROSCOPIA 
NELLõANALISI FARMACEUTICA 

ANALISI QUALITATIVA  

LUCE POLICROMATICA  

l1+l2+l3 



Le singole radiazioni  monocromatiche  del raggio  policromatico  si 
fanno  passare,  una alla volta,  attraverso  la sostanza  in esame, la 
quale assorbirà  in modo diverso  le diverse  radiazioni  

A 

l l1 l2 l3 



LõANALISI QUALITATIVA CI  PERMETTE DI :  

 

-  determinare  il  pKa dei farmaci   

-  determinare  la loro  solubilità   

-  determinare  la velocità  di  rilascio  di un farmaco  

da una formulazione  (test  di dissoluzione)   

-  monitoraggio  della  cinetica  di degradazione  di un 

farmaco  



ANALISI QUANTITATIVA  

LUCE MONOCROMATICA  

l1 

L'assorbimento dipende dalla concentrazione  



SOLUZIONE  RADIAZIONE  

l1 

I O 

l1 

I  

T Ý TRASMITTANZA  
OI

I
T=

I 0 = RAGGIO DI  LUCE INCIDENTE  

I = RAGGIO DI  LUCE TRASMESSO  

Frazione di luce 
trasmessa, rispetto 
a quella incidente  

Questo  valore  esprime quale frazione  della  luce incidente  ha attraversato  
il  campione senza essere  assorbita  e può assumere valori  compresi tra  0 e 
1.  
Tale  rapporto  è tanto  più piccolo quanto maggiore è stato  lõassorbimento 



TRASMITTANZA PERCENTUALE  
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%T = 0       Il raggio è stato completate assorbito  

 

%T = 100    Il raggio non ha subito alcun indebolimento, cioè non 

vi è stato alcun assorbimento da parte della sostanza  
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Lõentit¨ della  radiazione  assorbita  è detta  più comunemente 

assorbanza  (A)  ed è pari  al logaritmo  del reciproco  della  

trasmittanza  

ASSORBANZA  



LEGGE DI  LAMBERT- BEER 

A = Ŵ· d· c 
A = ASSORBANZA DEL CAMPIONE  

Ŵ = COEFFICIENTE DI  ESTINZIONE MOLARE, SPECIFICO PER 
OGNI SOSTANZA  

d = CAMMINO OTTICO (cm)  

c = CONCENTRAZIONE (mol/L)  

Lõassorbanza A è proporzionale  sia alla concentrazione  della  sostanza  
assorbente,  sia allo spessore dello strato  attraversato ,  per  cui più 
elevata  sarà  la concentrazione  delle  molecole che passano dallo stato  
fondamentale  a quello eccitato,  maggiore sarà  lõassorbanza 



Il  coefficiente  di estinzione  molare Ŵ indica  il  valore  di assorbanza  

del composto in esame quando [d  = 1]  cm e [  c = 1 ],  e il  suo 

valore  dipende:   

-  dalla  lunghezza dõonda della  radiazione  assorbita   

-  dalla  natura  del solvente   

-  dal pH  

-  dalla  specie chimica che assorbe   

 

mentre  è invece indipendente  dalla  temperatura   



LA LEGGE DI  LAMBERT ð BEER È VALIDA SOLO PER 
SOLUZIONI MOLTO DILUITE  

A = Ŵ· d· c 

Se la concentrazione del campione è 
bassa, esiste proporzionalità fra A e C  

Se la concentrazione è troppo elevata 
la legge subisce una deviazione e la 

proporzionalità viene a mancare  


