Corso di Metodologie Bioanalitiche Ambientali co
Mod-A

Orari del corso:
Mecoledi 10:30-12:30
Giovedi 10:30-12:0

Docente
Prof Elena Chianese

Prof.ssa Elena Chianese



Le interazioni tra radiazione elettromagnetica e materia sono la base dei metodi spe

|

Si basano sull’assorbimento oppure ’emissione di radiazione
elettromagnetica da parte delle specie molecolari o atomiche
di interesse.

|

Si distinguono sulla base della regione dello spettro elettromagnetico
utilizzata: raggi y, raggi X, ultravioletto, visibile, infrarosso,
microonde e radio frequenze.
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La radiazione € una forma di energia
trasmessa nello spazio ad elevata
velocita. Per luce si intende generalmente
la radiazione elettromagnetica nella

Per gent. cone. di Archives, California

Institute of Technology

g regione UV-visibile, in alcuni casi si
Starto uno der piu notl € celebrl scien- .
ziati del)Q(sePcolo. Egli riceverte nel ]nClUde pal’te dell’ IR

1965 il Premio Nobel per la Fisica gra-
zie al contributo fornito nello sviluppo
dell’elertrodinamica quantistica. Oltre
ai suoi numerosi ¢ diversi contriburi

scientifici, egli fu un brave insegnante
¢ le sue conferenze ¢ i suoi libri hanno

avuro una grande influenza sull’inse-
gnamento della fisica e sulle scienze in

generale. . \
Ond? con pro,prleta Particelle, dette fotoni,
quali: lunghezza d’onda, corrispondenti a pacchetti

SKOOG e WEST frequenza, velocita, discreti di energia.
Fondamenti di Chimica Analitica - 11l Ed. amp]ezza. La luce

EdiSES EdiSES . - . .
viaggia con velocita pari
ad un milione di volte

quella del suono. o
————_ L’energia di un foton
proporzionale ?lla
radiazione!
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Raggi X Angstrom, A 109 m
10° m Ampiezza: quantita ve
: fornisce una misura dell
IR Micrometro, pm 10°m del campo elettrico o ma

ad un massimo dell’onda.

UV/visibile Nanometro, nm

Campo elettrico I

¥ | «——— Lunghezza d’onda, 14-4
i |
Campo magnetico x\%
z
jMﬁwziom

m m Periodo (p): tempo, in secondi, ne
ad un’onda, necessario a due massi
e | oot punto dello spazio.

\ minimi successivi per passate attrav
(a) (b)

(=}

— —— Campo elettrico —— +

Figura 24-1 Nartura dell'onda di un fascio di radiazione elettromagnetica a singola frequenza. In (a) viene mostrara 'onda
polarizzata in un piano che si propaga lungo I'asse x. Il campo elettrico oscilla in un piano perpendicolare a quello del campo
magnetico. Se la radiazione non fosse polarizzara, ci sarebbe una componente del campo elettrico in rurti i piani. In (b} sono
mostrate solo le oscillazioni del campo elettrico. 'ampiezza dell’'onda ¢ la lunghezza del verrore campo elertrico al massimo
dell’onda mentre la lunghezza d’onda ¢ la distanza tra due massimi successivi.

Frequenza (v): numero di oscillazi

o soosewesr e Velocita dell’onda: distanza percorsa si osservano in un secondo. Sussi
Sl eaiss dall’unita di tempo. rela_lzu_Jne. v=1/p. Dipende dal
emissiva.

Lunghezza dell’onda (M\): distanza lineare tra due massimi o due minimij
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Lunghezza

v=6,0x 1014 Hz vy =6,0x% 104 Hz vy =6,0x% 104 Hz d’onda e
| A =500nm | |A =330 nm |1 A=300nm | el
| | < | = g velocita
- | dell’onda
g o dipendono dal
£ mezzo di
Aria Vetro Aria propagazione.
Distanza 3

Figura 24-2  Variazioni nella lunghezza d’onda quando la radiazione passa dall’aria in un ve-
tro denso e di nuovo nell’aria. Si noti come nel passaggio dall’aria al vetro si ha una riduzione
della lunghezza d’onda di quasi 200 nm, piti del 30%; quando la radiazione rientra nell’aria si
ha il fenomeno inverso.

SKOOG e WEST
Fondamenti di Chimica Analitica - 11l Ed.
EdiSES EdiSES

Considerando la luce come costituita da fotoni di energia, e possibile correlare tra loro la
proprieta osservate, mediante la relazione:

E=&v=ﬁ=£lcﬁ
A
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Le interazioni tra luce e materia possono dare origine a fenomeni differenti quali:
riflessione, scattering, interferenza etc ma le piu interessanti ed in qualche modo specifi
delle sostanze sono quelle che comportano transizioni tra i diversi livelli di energia delle

molecole o atomi.

lunghezza d’onda A

10 1 107 107 10° 107 107 102 107" mets
.... Y T T T T T v | A S T v ! v | 4 L) S SRS . .
onde  onde infra- r2y ultra- ; ; raggi Il tipo di
. i X raggi X raggl s . .
frequenza v radio iy TOETogde rosso ,g:woletto E= ke cosmici Interazione e

_____ M 1 - N 1 — N 1 — N l: : " 116 " 1 — N 120 N 1 ——— effetto d'i endo

, 310 3-10 310 : 310 310 310 310 S dall’energ'a dell

| et radiazione usata.

700nm ___---""" o ---‘"---_~~ 400 nm
' “rosso arancio giallo verde azzurro  indaco violetto "'
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Cambio di

Varazione di spin orientamenio

Tipo di vanazione
quantica:

configurazione
e

Wananone della
Vanazione

configurazione
della distribuzione elettronica nuclears

Cambao di

- i o

o ™ il

o—¢ [ s 3
.y ) 0—~
P B | &2 ®
e
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1 | 1 | | |
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1 | | ! | |
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1 | | 1 | 1
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1 | | | | I
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\.|'n.:||r|m;|ri:-i.'|: ultravioleta

Figura 24-3  Le regioni dello spettro elettromagnetico, Uinterazione tra Ianalita ¢ una radiazione elettromagnetica pud dare
origine ai tipi di cambiamenti mostrati. 8i noti che le variazioni della disiribuzione elerrronica si hanno nella regione UV /ivisibile,
Il numero d'onda, la lungherea d'onda, la frequenza e Penergia sono carareeristiche che descrivono la radiazione eletrromagnetica.
(Da C. N, Banwell, Fundamentals af Molecalar Speceroseapy, 3nd od., Mew York; McGraw-Hill, 1983, p. 7.}

Sollecitazione

Stato fondamentale > Stato eccitato

’energia coinvolta in questa fase
fornisce informazioni sull’analita
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Spettroscopia di emissione

Radiazione 2 T
en;cizssa : | v Bu=hwin= SdAay Figura 24-4 Processi di emissione o
1 I chemiluminescenza. In (a) il campione
| 2 | : < Ey = hvy = helk, viene eccitato mediante energia termica,
} | <~ E, = hy, = hell, elettrica o chimica. Questi processi
0 —tl \ non coinvolgono energia radiante ¢
> quindi vengono chiamari processi non

radiativi. Nel diagramma dei livelli di
energia (b), le linee tratteggiate con le
Pg frecce rivolte verso I'alto rappresentano
questi processi di eccitazione non radia-
tivi, mentre le linee piene con le frecce
rivolte verso il basso indicano che I'ana-
lita perde la sua energia emettendo un

A fotone. In (c) ¢ mostrato lo spettro risul-
Energia termica, : : - A tante dalla misura della potenza radiante
clettrica o chimica & 4 A2y emessa Py in funzione della lunghezza
(a) () d’onda, A.

Lo spettro riporta la lunghezza d’onda del seghale emesso, che specifica della sostanza c
determina il processo, e la sua ampiezza che € proporzionale alla quantita di analita, abb
dunque un’informazione qualitativa e quantitativa.
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Spettroscopia di assorbimento

| Ez = hl‘z = ’M‘/L:

Radiazione Radiazione - E, = hv, = held, j\
incidente trasmessa
P[) I, 0 L L
U % :
(a) (b) ()

Figura 24-5 Mecrodi di assorbimento. La radiazione di potenza radiante incidente P,
puo essere assorbira dall’analita con il risultato di una diminuzione della potenza radiante
P del fascio trasmesso. Affinché vi sia assorbimento, I'energia del fascio incidente deve
essere uguale ad una delle differenze di energia mostrate in (b). Lo spettro di assorbimento
risultante ¢ mostrato in (c).

Esponendo un campione ad una radiazione, la radiazione stessa puo essere diffusa o riflessa;
della radiazione pero puo essere assorbita in modo da eccitare alcune specie. Anche in questo ca
l’informazione e sia qualitativa che quantitativa, ma lo spettro che registriamo riporta le lung
d’onda e le intensita relative al fenomeno di assorbimento della radiazione.
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Spettroscopia di fotoluminescenza

l.umin;;ccnza T ‘ l'_ i A
| : Es = lwy = helks
) '4-[:', = hwy = helky .
: & In questo caso viene

Radlazione misurata l’emissione di

Radiazione
trasmessa

incidente P P fotoni a SegUitO

Py
dell’irraggiamento con
"’ LL/LN ; radiazione

o elettromagnetica.

Figura 24-6 Mectodi di foroluminescenza (fluorescenza ¢ fosforescenza). La fluorescenza ¢
la fosforescenza hanno origine dall’assorbimento della radiazione clettromagnetica ¢ quindi
dalla dissipazione dell'energia mediante emissione della radiazione (a). In (b), 'assorbimento
pud causare I'eccitazione dell’analica allo stato 1 0 2. Una vola cccitaro, analita pué perdere
il suo eccesso di energia mediante emissione di un fotone (luminescenza, mostrata dalla linea
a tratto pieno) o mediante processi non radiativi (lince tratteggiare). L'emissione avviene

in turti gli angoli ¢ la lunghezza d'onda emessa (¢) corrisponde alle differenze di energia F l uorescenza FOSfO rescenza
tra i livelli. La principale differenza tra la fluorescenza ¢ la fosforescenza risiede nel tempo

dell’emissione, nel caso della fluorescenza inizia subito mentre nella fosforescenza ¢ ritardara. \

Emissione immediata Emissione ritardata
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L’assorbimento della radiazione elettromagnetica

Ci dice in maniera quantitativa come

La legge che regola ’assorbimento € la quantita di radiazione attenuata dipend
legge di Lambert-Beer: dalla concentrazione della specie ch
assorbe.
Soluzione )
di assorbente Trasmittanza

di concentrazione ¢ /
P

Assorbanza

A= -log T= -log P log Py
Po P
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Perdite
per riflessione

alle interfasi 1 i
\ \__‘/
—_—— —b
- -
- - Perdite per dispersione
\ / nella soluzione
)
7
Raggio incidente, Py —— 5 - Raggio in uscita, P P{} I solvente
A=log —=log —
/ \ = ' soluzione
] -—
—————r " \_>
|\ — ) Perdite

per riflessione
alle interfasi

Facciamo ricorso
all’idea di Bianco di
solvente! Misuriamo
un’assorbanza
sperimentale.
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La legge di Lambert- Beer si enuncia come segue:

A = log(PylP) = abe , Concentrazione della
specie assorbente

Assorbivita o coefficiente di

estinzione, le sue dimensioni Cammino ottico
dipendono da come

esprimiamo c e b.

|

Se espressi come mol/L e

cm, allora parliamo di

assorbivita o coeff. di A= ebe
estinzione molare.

Possiamo usare questa legge facendo tutte le considerazioni
Prof.ssa Elena Chianese esposte in merito alle curve di calibrazione. 13




Spettro di assorbimento

1,0 N . -
Lo spettro visibile
e Regione della lunghezza ~ Colore della luce Colore complementare
08 d’onda assorbita, nm assorbita trasmesso
16,0 \ 400-435 Violetto Giallo-verde
» AY 435480 Blu Giallo
s '/le 0 480-490 Blu-verde Arancio
£ ' 490-500 Verde-blu Rosso
<04 500-560 Verde Porpora
\ S 560-580 Giallo-verde Violetto
\ / /*/\/\ 580-595 Giallo Blu
0,2 \-..________, o — \ 595-650 Arancio Blu-verde
~—— 7 N\ 630-750 Rosso Verde-blu
— %%
0.0
400 450 500 550 600 650 700
A.nm P
Figura 24-10 Tipici spettri di assorbimento del permanganato di potassio s 1 ap
a cinque diverse concentrazioni. I numeri adiacenti alle curve indicano la A 1 1
concentrazione del manganese in ppm. La specie assorbente ¢ lo ione per- il Assorb]mento at mico
manganato, MnO,"; il cammino ottico della cella & ¢ 1,00 cm. Il grafico >
dell’assorbanza alla lunghezza d’onda del picco a 525 nm in funzione della -.f';
concentrazione del permanganato ¢ lineare ¢ quindi la specie assorbente ob- - 3p
bedisce alla legge di Beer. ®
O ol el e Lettura a specifi
2l =ls y .
A d’onda, piutto
Figura 24-11  Diagramma parzial
dei livelli cm-rgc(ic; peril so:iio. :;:cc Spettro

evidenzia le transizioni risultanti dall’as-
sorbimento a 590, 330 ¢ 285 nm.
14
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Figura 24-12  Diagramma da livdli
encrgetici di alcuni dei cambiamenti
di energia che hanno luoge durante
Fassoebimento della radizrione infra-
rossa (IR), visibile (VIS) ¢ ultraviodetta
(UV) da parte di una specic moleco-
lage. S noti come, in shoune mole-
cole, una teamicione da £, a F, pud
richicdere una radiazione UV anziché
una visibile. In alere molecole, L tran-
sizione da £, a E; pud svvenire con
una radiarione visibile anziché UV,
Vengono mostrati solo alcund livelli
vibrazionall (0-4), 1 Hvelli rotazionall
associati a ciascun livdlo vibeario-
nade non sono mostrati, poiché sono
troppo ravvicinak,

Assorbimento molecolare

Transizioni elettroniche

\

Transizioni vibrazionali

4

Transizioni rotazionali

E = E elettronica + E vibrazionale + E rotazionale




Transizioni vibrazionali.

N W

Simmetrico Asimmetrico

(a) Vibrazioni di stiramento

Le energie associate ai moti vibrazionali

non variano con continuita ma
assumono valori discreti detti livelli

energetici vibrazionali.

“Rocking™ nel piano “Scissoring” nel piano
“Waggiog™ fuorl dal plano “Twisting” fuori.dal giand Le molecole hanno un loro centro di gravita; le

rotazioni rispetto a questo centro di gravita det
le energie rotazionali.

(b) Vibrazioni di piegamento
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{a) Vapore

Il sistema condiziona la risposta della molecol
Spettro della 1,2,4,5- tetrazina

(b) Soluzione
di esano

Assorbanza

() Soluzione
ACQUOsa

450 300 550 00
Lunghezza d’onda. nm
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Limitazioni alla legge di Lambert-Beer

Deviazioni reali - Rappresentano limitazioni reali alla legge

Legate al metodo strumentale usato per la

Deviazioni strumentali " lettura dell’assorbanza

Risultano da cambiamenti chimici
associati a cambiamenti di
concentrazione

Deviazioni chimiche

v
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Limitazioni reali

Le legge di Lambert Beer e valida solo per soluzioni diluite, € dunque una legge
limite. Oltre 0,01M la numerosita delle molecole e tale per cui molte sono le
interazioni tra le molecole stesse.

Quando cio accade, le molecole si influenzano reciprocamente, alterando le
energie coinvolte nelle diverse transizioni, determinando uno scostamento dalla
linearita.

Cio accade anche quando l’analita che vogliamo determinare € presente a bassa
concentrazione ma € in una soluzione con altri analiti concentrati, soprattutto se
specie elettrolitiche; in questo caso gli ioni sono molto vicini tra di loro e
|’assorbivita molare dell’analita ne risulta modificata.
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Deviazioni chimiche

Si osservano deviazioni dalla legge di L. B. quando ’analita si dissocia, si associa
reagisce con il solvente, dando prodotti con diverso assorbimento della radiazione

1,000 Figura 24-15 Deviazioni chimiche
dalla legge di Beer per soluzioni non
tamponate dell'indicatore Hin. [ valori
di assorbanza sono stati calcolati a
diverse concentrazioni dell'indicatore,
come mostrato nell'Esempio 24-5. Si
noti che ci sono deviazioni positive a
430 nm ¢ negative a 570 nm. A 430 nm,
I"assorbanza ¢ principalmente dovuta
alla forma ionizzata In~ dell'indicatore
ed infatti ¢ proporzionale alla frazione
ionizzata. La frazione ionizzata varia
in manicra non lincare con la con-
centrazione totale. A bassi valori della
concentrazione totale ([Hin] + [In7]),
la frazione ionizzata ¢ pitt alta di quella
che si ha per elevati valori per cui si
0.000 ha un errore positivo. A 570 nm, l'as-
0.00 4.00 8.00 12.00 16.00 sorbanza & dovura principalmente al-
I"acido indissociato Hin. Tale frazione
aumenta in manicra non lincare con la
concentrazione totale dando origine,
come mostrato, ad una crescente de-
viazione negativa.

g

Assorbanza

e
da
8

A =570 nm

Concentrazione dell'indicatore, M x 10°
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Deviazioni strumentali: radiazione policromatica

La validita della legge di LB € legata all’uso di una radiazione strettamente monoc

A‘ )\n
’ ’ ’ ” ” ” 3
A:PO,P,S’ A)PO)P)S” %
-
1,00
€, = 1000
- ' ny ' " —&'l
A, = log(Py + Pg) — logl(Py + B')(107%%)] o
< 0,60 g
_ —&'b g -
= log(Py—+1") — log(B—+7") — log(107°%) 2 =20
Z %, = 1750
— E:’t’;'t? — E”éc‘ £ 0.40 cé:’.)i()
Comceniraeion:
Figrura 24-17 Lclfeico della radia-
0,20 ! | giane policrmatics sulls logge oi Beer,
Melbo sperre i assorbimento in al,
la Bamila A mostra una piccola devia-
shane poiché lassorbivind dell analia
0.00 man cambia malee all intome dedla
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10,0 barsda A, S noal come ando la
it 4 Bandla A =i abbia un grafico lincare
Concentrazione, M X 10 della begee di Beer, ipomaro in basso,
La Banada 8 dello spevero coindide con
una peglons mella quale assoshivigh
dell analita subisce delle variazioni. 5
Prof.ssa Elena Chianese 21 et b mmascana deviarions dalla ogge

i Beer osservabile nel F:'.:.ﬁmin basso.




Deviazioni strumentali: radiazione spuria

SKOOG e WEST

Fondamenti di Chimica Analitica - |ll Ed.
2.0 0,0% EdiSES EdiSES

5% Figura 24-18 Deviazione dalla A’
legge di Beer causata da diversi livelli
di luce spuria. Si noti come ad aldi ( P+ P )
livelli della luce spuria lo scostamento S
dalla legge di Beer inizi a concentra-
zioni pitt basse. La luce spuria limita
sempre il massimo di assorbimento
ottenibile poiché quando I'assorbanza
¢ alta, la potenza radiante trasmessa
dal campione pud essere confrontabile

0 2,5 5,0 7.5 10.0 o addirittura piti bassa della radiazione

Concentrazione, M x 10° spuria.

Assorbanza
=

Deviazioni strumentali: Disuguaglianza tra le cellette

Se le cellette contenenti la soluzione dell’analita e la soluzione del bianco non sono uguali
cammino e caratteristiche, nella curva di calibrazione sara presente un’intercetta e la rel
sara del tipo:

A= ebc+k
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L’emissione di radiazione elettromagnetica

Gli atomi, gli ioni e le La vita media di una specie che ha
molecole  possono  essere assorbito energia in questo modo € di 10-°-
portati livelli energetici 106 secondi circa; cio vuol dire che dopo
superiori mediante processi questo tempo avviene il rilassamento ed il
vari, quali bombardamento — - ritorno allo stato energetico
con elettroni, esposizione al fondamentale, con rilascio di energia in
plasma ad alte temperature, forma di calore, radiazione
fiamma, etc elettromagnetica o entrambi.

L’emissione prodotta da una
sorgente e caratterizzata
mediante uno «spettro», ossia
l’insieme di segnali di intensita
di radiazione in funzione della
lunghezza d’onda

O 5206 CaOM 5

Na498.3
$149, 5154

M0 T Mg 499.7

Mg Sisa

N3

390, 4393
N2 4494 495

Mg S17.0

- - LR
-
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Spettri a righe

Gli spettri a righe si registrano quando le specie che
o}- la radiazione sono particelle atomiche o ioni ben sep
individuabili.

b Le righe dello spettro sono dovute alla

e /s emissione della radiazione associata al

z R T o= ritorno allo stato fondamentale, la cui
§ - : lunghezza d’onda e data dalla relazione:

h
A= SEL LR 589,6 nm
(Ej o Eu)

Si formano dei doppietti quando ci sono transizioni
generano segnali molto vicini tra loro.

Sia per gli spettri a righe che per quelli a bande, la potenza della radiazio
dal numero di eventi che ha luogo, dunque dalla concentrazione delle s

Prof.ssa Elena Chianese P=kC




Spettri continui

= Arco di xenon |
s 1 / = chaal:::;:':di tungsieno Uno spettro continuo si ottiene quando un corpo solido
2 3 2 el g viene riscaldato ad alta temperatura. La lunghezza
g w0 d’onda massimamente emessa dipende dalla
" 10 2 temperatura raggiunta dall’ oggetto.
/N)oox
1

500 1000 1500 2000 2500 3000
Lunghezza d’onda, nm
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Emissioni in fluorescenza e fosforescenza

e

Fluorescenza molecolare: si osserva quando sono irradiate
molecole e non atomi. Il rilassamento puo avvenire
mediante processi radiativi, e quindi parliamo di
fluorescenza, e non radiativi.

—
A Y . T ;‘
&l 7
1
, A |
Es - 0
SHEN—— § £ 5 25
A | |
! |1 | :
A {11 T
- ’ A | | | | 0
= E T !
b
=
&
Fluorescenza \\
4 4 ! 4
- 3 3 — A 3
| 5 5 11 2
o § i —— )
Eq — " 0 | e— ) £, 0
Mo A A X A
(a) Assorbimento molecolare  (b) Rilassamento non radiativo (c) Fluorescenza
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Fluorescenza atomica: si osserva quando a

B —

-

_—

E, 0
$‘4)n\'cni(anc

gassosi vengono irradiati con una radiazi
specifica, corrispondente ad un salto energeti
da un livello fondamentale ad uno eccitato. S
nella riemissione viene emessa una radiazione di
lunghezza d’onda uguale a quella incidente, si
parla di fluorescenza di risonanza.

Nel rilassamento vibrazionale, le m
cedono U’energia in eccesso mediant
collisione con le molecole di solvente.

Affinche il rilassamento sia un pro
radiativo, e necessario che la molec
iu vel
di quello non radiativo.

e dunque maggiore lungh
della radiazione incide
dunque di spostamen



