
Come	determinare	una	
concentrazione	ignota?

Nell’attività	di	laboratorio	molte	volte	è	necessario	
conoscere	la	concentrazione	ignota	di	una	sostanza	
in	soluzione
• es:	esperimento	di	diffusione;	rilascio	di	sostanze	
da	biomateriali	etc.	

• Durante	test	in	vitro:		quantificare	le	sostanze	
prodotte	dalle	cellule,	glucosio,	proteine,	
aminoacidi	etc...

COME	FARE?



Quale	tecnica	usare

Ci	si	basa	su	alcuni	fattori:
• Soluzioni	colorate	(assorbono	nel	visibile);
• Soluzioni	che	assorbono	UV;
• Soluzioni	fluorescenti;
• Valore	presumibile	di	concentrazione;



Spettrofotometria	UV-visibile	
• Assorbono	visibile:	sostanze	colorate

• Sostanze	che	assorbono	nell’UV:	
• Insaturazioni	C=C,	
• Carbonile	C=O
• Sistema	benzenico

• Derivati	naftalenici

CC



Spettrofotometria	UV-visibile	

E=	hn
E	energia	associata	alla	radiazione
h	costante	di	Plank
n Frequenza



Interazione	radiazione	molecola

SPETTROSCOPIA UV – VISIBILE 
 
Le tecniche spettroscopiche sono basate sullo scambio di energia che si verifica fra l’energia 
radiante e la materia. 
In particolare, la spettrofotometria di assorbimento è interessata ai fenomeni di assorbimento delle 
radiazioni luminose della regione dello spettro elettromagnetico appartenenti al campo del visibile 
(350 – 700 nm) e del vicino ultravioletto (200 – 350 nm).  
Viene interessato anche l’UV lontano (10 – 200 nm), anche se in questo caso si opera sotto vuoto o 
in atmosfera di gas inerte, perché l’ossigeno atmosferico copre i segnali delle altre sostanze. 
 
L’assorbimento di questi tipi di radiazioni da parte delle molecole è in grado di produrre delle 
transizioni energetiche degli elettroni esterni della molecole, sia impegnati che non impegnati in un 
legame.  
 
Questi elettroni possono essere: 
 

♦ di tipo sigma (ı), costituiti da una nube elettronica addensata lungo l'asse di unione dei 
nuclei degli atomi interessati al legame (i legami semplici sono di tipo σ); 

 
♦ di tipo pi-greco (ʌ), costituiti da coppie di elettroni la cui maggior densità elettronica è 

situata al di fuori dell'asse di unione dei nuclei (come accade nei legami doppi o tripli). 
 
Gli elettroni π sono 'meno legati' e risultano perciò più facilmente eccitabili rispetto ai σ; per 
esempio per eccitare gli elettroni π dell'etilene occorre una quantità di energia corrispondente ad 
una radiazione di 180nm (vicino U.V.) contro i 120nm (lontano U.V.) della radiazione necessaria 
per eccitare gli elettroni σ. 

 
 
TIPO DI 
TRANSIZIONE  

LUNGHEZZA D’ONDA DELLA RADIAZIONE 
NECESSARIA PER OTTENERE LA TRANSIZIONE 

σ ѧ σ* 110 – 135 nm 

π ѧ π* 
n ѧ σ* 

160 – 255 nm 

n ѧ π* > 285 nm 

 
 
La λ necessaria per la transizione 
è tanto maggiore quanto minore è 

il dislivello energetico 
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E=	hn
𝜆= c/𝜈

Gli	 elettroni	 π	 sono	 'meno	 legati'	 e	 risultano	 perciò	 più	 facilmente	 eccitabili	
rispetto	 ai	 σ;	 per	 esempio	 per	 eccitare	 gli	 elettroni	 π	 dell'etilene	 occorre	 una	
quantità	di	energia	corrispondente	ad	una	radiazione	di	180nm	(vicino	U.V.)	contro	
i	120nm	(lontano	U.V.)	della	radiazione	necessaria	per	eccitare	gli	elettroni	σ.	Più	
aumentano	i	legami	π	meno	energia	serve	e	si	va	nel	visibile	(sostanze	colorate)

ASSORBIMENTO:
quando atomi o molecole
vengono eccitati da adatte
radiazioni elettromagnetiche
(“hν”) e passano a stati
energetici maggiori



Interazione	radiazione	molecola
Più aumentano i legami π meno energia serve e si va nel visibile (sostanze colorate)

La luce bianca contiene tutti i colori, ossia tutte le radiazioni con lunghezza 
d’onda compresa fra 380 e 780 nm (1 nm = 10-9 m). 

La colorazione di alcuni oggetti o di determinate sostanze deriva dal fatto che 
questi assorbono parte di questa luce (determinate lunghezze d’onda): il 
risultato è che noi vediamo soltanto i colori che non vengono assorbiti. 

-0.2 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

200 300 400 500 600 700 800 900

as
so
rb
an

za

lunghezza	d'onda	(nm)

assorbimento	blu	di	metilene

Blu	di	metilene

La colorazione di alcuni
oggetti o di determinate
sostanze deriva dal fatto che
questi assorbono parte di
questa luce (determinate
lunghezze d’onda): il
risultato è che noi vediamo
soltanto i colori che non
vengono assorbiti.



Interazione	radiazione	molecola
Più aumentano i legami π meno energia serve e si va nel visibile (sostanze colorate)

Licopene
Usato	come	colorante	
assorbe	a	485	nm

La luce bianca contiene tutti i colori, ossia tutte le radiazioni con lunghezza 
d’onda compresa fra 380 e 780 nm (1 nm = 10-9 m). 

La colorazione di alcuni oggetti o di determinate sostanze deriva dal fatto che 
questi assorbono parte di questa luce (determinate lunghezze d’onda): il 
risultato è che noi vediamo soltanto i colori che non vengono assorbiti. 



Interazione	radiazione	soluzione

• quando una radiazione attraversa una soluzione,
viene assorbita più o meno intensamente a
seconda della concentrazione; in altre parole
l'assorbimento dipende dalla concentrazione.

Le determinazioni quantitative sono basate sul fatto che, quando una radiazione

attraversa una soluzione, viene assorbita più o meno intensamente a seconda della

concentrazione; in altre parole l'assorbimento dipende dalla concentrazione.

Analisi quantitativa

I0 l’intensità della radiazione incidente

I l’intensità della radiazione trasmessa.

Definiamo Trasmittanza T = I/I0

Luce trasmessa ≤ luce incidente
per il fenomeno dell’assorbimento: 

Trasmittanza
T=	I/I0
T	=	1	la	radiazione	è	completamente	trasmessa	I=I0
T=	0	la	radiazione	è	completamente	assorbita	I	=	0



Legge	Lambert-Beer
• A=	log	1/T A=	c𝜀𝑙
A=	assorbanza	(adimensionale)
c=	concentrazione	della	soluzione	(M)
𝜀=	coefficiente	di	estinzione	molare	(mol-1 L	cm-1)
𝑙 =	cammino	ottico	(cm)
𝜀=	caratteristico	della	sostanza	ad	un	𝜆 ,	determinato	sperimentalmente,	
dipende	dal	solvente,	dal	pH,	è	indipendente	dalla	T

I0 I

c

𝑙



Validità	della	Legge	Lambert-Beer
A=	c𝜀𝑙

• Soluzioni	diluite	(concentrazioni	elevate	causano	
maggiore	rifrazione,	quindi	maggiore	dispersione	
del	raggio)

• Radiazioni	monocromatiche
• Non	avvengano	reazioni	chimiche	con	il	solvente
• Assorbimento	del	solvente	trascurabile

I0 I

c

𝑙



Legge	Lambert-Beer
A=	c𝜀𝑙
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 4.4   Legge dell'assorbimento (legge di Lambert-Beer)

Prendendo in considerazione una cella, contenente una sostanza in soluzione, attraversata da un raggio di 
luce monocromatica, si dimostra che

 A =  ε x b x  C
dove:

A = assorbanza (non ha unità di misura)

ε = coefficiente di assorbimento molare, caratteristico della sostanza (mol-1 L cm-1)

b = cammino ottico (cm), cioè lo spessore della soluzione 
C= concentrazione molare della sostanza (mol/L)

La stessa legge in cui però C si esprime in g/L comporterà, al posto di ε, un diverso valore k (in g-1 L cm-1) denominato 
'assorbività specifica'.

La legge di Lambert-Beer descrive i fenomeni di assorbimento di radiazioni elettromagnetiche ed è valida per 
radiazioni  monocromatiche e soluzioni diluite.

LA PROPORZIONALITA' DIRETTA TRA ASSORBANZA E CONCENTRAZIONE 
PERMETTE DI EFFETTUARE ANALISI QUANTITATIVE

L'equazione  A =  ε x b x  C rappresenta una retta passante per l'origine degli assi e in cui  ε x b  è il 

coefficiente angolare.

Esempio di calcolo: 

a) Determinare la concentrazione di una proteina sapendo che:

      A280nm = 0,80                      b = 1,0 cm                               =  12500 M-1cm-1 

A =   b  C

0,80 = 12500 M-1cm-1 x 1,0 cm x  C 

c (mol/L)= 0,80 / (12500 M-1) = 6,4 x 10 -5  M

b) Se la massa relativa della proteina è 11000,  calcolare la concentrazione in g/L.

Cproteina (g/L)= 6,4 x 10 -5  mol/L x 1,1 x 10 4 g/mol = 0,70 g/L  
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Soluzioni	diluite

Ricordiamo infine che l’espressione dcA ⋅⋅= ε è l’equazione che descrive una retta passante 
per l’origine, dove, per un percorso ottico unitario (1 cm), il coefficiente angolare corrisponde 
proprio al coefficiente di estinzione molare ε! 
 

 
Ricordiamo però una cosa: LA LEGGE DI LAMBERT – BEER È UN’ASTRAZIONE, ESSENDO VALIDA 
SOLO PER SOLUZIONI MOLTO DILUITE! 
 
Se la concentrazione del campione è bassa, infatti, esiste proporzionalità fra A e C: 

 
Se invece la concentrazione è troppo elevata la legge subisce una deviazione e la proporzionalità 
viene a mancare: 

 
 
Al crescere della concentrazione del soluto si verificano deviazioni notevoli con conseguente scarsa 
attendibilità del dato analitico. 
 
Circa le cause che provocano queste deviazioni, l'ipotesi più corretta è quella che all'aumentare 
della concentrazione aumenta il numero di particelle in soluzione ed aumenta anche il numero di 
urti fra queste; le forze interioniche e/o intermolecolari aumentano e possono formarsi molecole o 
aggregati di particelle più complesse, diverse per struttura da quelle in esame, per cui si potrà avere 
uno spostamento del massimo di assorbimento. 
 
Per questo motivo, le condizioni di lavoro usuali prevedono che le soluzioni siano sempre diluite al 
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Soluzioni	concentrate
Ricordiamo infine che l’espressione dcA ⋅⋅= ε è l’equazione che descrive una retta passante 
per l’origine, dove, per un percorso ottico unitario (1 cm), il coefficiente angolare corrisponde 
proprio al coefficiente di estinzione molare ε! 
 

 
Ricordiamo però una cosa: LA LEGGE DI LAMBERT – BEER È UN’ASTRAZIONE, ESSENDO VALIDA 
SOLO PER SOLUZIONI MOLTO DILUITE! 
 
Se la concentrazione del campione è bassa, infatti, esiste proporzionalità fra A e C: 

 
Se invece la concentrazione è troppo elevata la legge subisce una deviazione e la proporzionalità 
viene a mancare: 

 
 
Al crescere della concentrazione del soluto si verificano deviazioni notevoli con conseguente scarsa 
attendibilità del dato analitico. 
 
Circa le cause che provocano queste deviazioni, l'ipotesi più corretta è quella che all'aumentare 
della concentrazione aumenta il numero di particelle in soluzione ed aumenta anche il numero di 
urti fra queste; le forze interioniche e/o intermolecolari aumentano e possono formarsi molecole o 
aggregati di particelle più complesse, diverse per struttura da quelle in esame, per cui si potrà avere 
uno spostamento del massimo di assorbimento. 
 
Per questo motivo, le condizioni di lavoro usuali prevedono che le soluzioni siano sempre diluite al 
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Scelta	della	lunghezza	d’onda
A=	c𝜀𝑙
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 4.6   Scelta della lunghezza d'onda

Nell'analisi quantitativa spettrofotometrica è fondamentale conoscere come varia l'assorbanza in funzione 

della lunghezza d'onda.  Ciò viene espresso molto chiaramente con il diagramma in cui in ascissa si riportano 

i valori delle lunghezze d'onda e in ordinata i corrispondenti valori dell'assorbanza.  Si ottengono così delle 

curve (“spettri”) che variano da sostanza a sostanza e presentano dei massimi caratteristici in corrispondenza 

di alcune lunghezze d'onda, come già visto in precedenza relativamente all'analisi qualitativa..

Nell'analisi quantitativa lo spettro è essenziale per la scelta della lunghezza d'onda più appropriata da 

utilizzare.

In genere verrà scelta una lunghezza d'onda in modo che:

• l'assorbimento sia massimo (per motivi di sensibilità: se l'assorbimento è alto è possibile rilevare quantità 

piccolissime di sostanza)

• sia al centro di un picco 'largo' (per motivi di precisione, in modo che piccole variazioni di lunghezza d'onda 

comportino errori minimi sulla misura dell'assorbanza)

Nel caso di miscele di sostanze, la scelta, per la determinazione di una  sostanza, cadrà su una lunghezza 

d'onda dove le altre sostanze assorbono il meno possibile.

Nella colorimetria, che differisce 

dalla spettrofotometria per la 

maggior 'banda passante' (cioè 

si opera con luce assai poco 

monocromatica!), si opera 

usando un filtro il cui colore è 

complementare a quello della 

sostanza da analizzare.  

Naturalmente i risultati possono 

essere assai meno accurati 

rispetto alla spettrofotometria 

con luce (quasi) monocromatica.
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La	lunghezza	d’onda	viene	scelta:
• L’assorbimento	è	massimo		(per	motivi	di	sensibilità:	se	l’assorbimento	è	alto	è	

possibile	rilevare	basse	conc di	sostanza
• È	al	centro	di	un	picco	largo	(per	precisione,	per	piccole	variazioni	di	lunghezza	

d’onda	diano	errori	minimi)



Spettrofotometro
Com’è fatto uno Spettrofotometro

I componenti essenziali sono:

• Sorgente di luce policromatica (tungsteno per il visibile, deuterio per l’UV)• Sorgente di luce policromatica (tungsteno per il visibile, deuterio per l’UV)

• Filtro o monocromatore (per selezionare una banda di λ definita)

• Cella o cuvetta contenente il campione

• Detector (trasforma il segnale luminoso in impulso elettrico)

Schema	di	uno	spettrofotometro

• Sorgente	di	luce	policromatica
• Monocromatori:	filtri	o	elemento	disperdente	(prisma)
• Cella	o	cuvetta:	contiene	il	campione
• Rivelatore:	trasforma	il	segnale	luminoso	in	impulso	elettrico
• Sistema	di	elaborazione	dati:	il	segnale	del	rivelatore	viene	

amplificato	e	trasmesso	ad	un	pc



Spettrofotometro
Sorgente	di	luce	policromatica

• lampada ad incandescenza, tungsteno, quarzo iodio per il
visibile (350-2200 nm)

SORGENTI PER IL UV/VISIBILE

• Si utilizza una lampada al tungsteno (comune 
lampadina)

• Intervallo di utilizzazione: λ=350-2200 nm

• Utilizzabile per il visibile e il vicino infrarosso

Lampada al Deuterio D2 !!!!λλλλ nell’UV 

• D2 + energia elettrica       D2
* D2 + hν

• Intervallo di utilizzazione: λ= 160-380 nm

• per la regione UV lampade a scarica in un gas,
deuterio (160-380 nm)

Le due lampade sono presenti entrambe nello spettrofotometro e
vengono opportunamente intercambiate dal meccanismo interno,
oppure lampada a xenon che copre UV-vis (190-1100 nm)

- deuterio per la zona dell’UV 
emissione: ≈ 160-375 nm

- tungsteno per la regione 
visibile
emissione: ≈ 350-2500 nm

- xenon per entrambe le zone
emissione: ≈ 190-1100 nm

SORGENTE

La sorgente luminosa è costituita da una lampada a:- deuterio per la zona dell’UV 
emissione: ≈ 160-375 nm

- tungsteno per la regione 
visibile
emissione: ≈ 350-2500 nm

- xenon per entrambe le zone
emissione: ≈ 190-1100 nm

SORGENTE

La sorgente luminosa è costituita da una lampada a:



Spettrofotometro
Monocromatori

• Filtri:	 che	 bloccano	 una	 parte	 della	 luce	 e	 lasciano	 passare	 solo	 la	 parte	
desiderata,	ma	con	notevoli	ampiezze	(250	nm),	usati	nei	colorimetri

• Elementi	disperdenti:	 che	 separano	 le	 varie	 componenti	della	 radiazione	e	ne	
permettono	la	successiva	selezione	della	banda	desiderata	

• Prisma:	 disperde	 le	 radiazioni	 con	 diversa	 λ	 grazie	 al	 fenomeno	 della	
rifrazione.	Quando	un	raggio	di	luce	passa	da	un	mezzo	ad	un	altro	subisce	
una	 deviazione	 di	 un	 angolo	 inversamente	 proporzionale	 alla	 λ	 della	
radiazione	(cioè,	radiazioni	con	diversa	λ	subiscono	diversa	deviazione).	
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I filtri interferenziali si basano su un fenomeno tipicamente ondulatorio (l'interferenza) che causa 
rafforzamenti o indebolimenti tra due radiazioni che si sommano a seconda che siano o meno in fase tra loro. 
Sono più efficienti dei filtri basati sull'assorbimento, consentendo bande passanti dell'ampiezza di 20nm (nel 
visibile); sono tuttavia più costosi e si utilizzano nei colorimetri migliori.

I monocromatori basati su elementi disperdenti sono quelli effettivamente usati negli spettrofotometri di 
qualità.  Sono basati sul far incidere il fascio policromatico su un oggetto (un prisma o un reticolo) in grado di 
deviare le diverse radiazioni con diversi angoli: la radiazione uscente sarà quella che passa attraverso la 
fenditura di uscita:

Il prisma è in grado di disperdere le radiazioni con diversa λ grazie al fenomeno della rifrazione: quando un 
raggio di luce passa da un mezzo ad un altro subisce una deviazione che dipende però dalla  λ della 
radiazione (cioè, radiazioni con diversa  λ  subiscono diversa deviazione).  Tale fenomeno diventa evidente 
quando un raggio attraversa un corpo con facce non parallele, come ad esempio un prisma.

I reticoli svolgono la stessa funzione del prisma, ma il loro funzionamento è basato sull'interferenza.  Sono 
costituiti da serie di solchi o fenditure parallele tracciati su una superficie a distanza ravvicinata (ad esempio 
1000 solchi a mm): il fenomeno è quello che si osserva guardando obliquamente la superficie di un CD.

Nei moderni spettrofotometri si utilizzano reticoli a riflessione, sia nel campo UV-visibile sia nell'IR.

 6.5   Celle

Sono la componente destinata a contenere il campione da esaminare.  

Oltre ad essere trasparenti alla radiazione impiegata, devono avere un ben preciso 'cammino ottico' (la 
lunghezza percorsa dalla radiazione nel campione) che dovrà essere sufficiente ad avere assorbimenti 
rilevabili dallo strumento.

In UV si utilizzano celle in quarzo (SiO2), nel visibile in vetro o quarzo o alcuni materiali plastici.

In IR si rendono necessarie celle in NaCl, KBr, CaF2.....

Più recentemente, con l'avvento di apparecchi particolarmente sensibili, si è reso possibile non usare celle  e 
far invece   viaggiare la luce in sottili fibre ottiche che escono dallo strumento, andando così ad analizzare 
porzioni piccolissime di materiali (ad esempio parti di cellule).

 6.6   Rivelatori

Sono dispositivi capaci di produrre un segnale elettrico che dipende dall'energia delle radiazioni che lo 
investono.  Tale segnale elettrico (proporzionale all'intensità luminosa) viene poi trasferito a un indicatore 
analogico o elaborato per via elettronica in modo più o meno complesso.

Trattandosi della parte dello strumento che esegue la misura vera e propria, è evidente che ne rappresentano 
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FENDITURA D'INGRESSO
(entra la radiazione 
policromatica)

FENDITURA D'USCITA
(seleziona un fascio 

monocromatico)

ELEMENTO DISPERDENTE (PRISMA)
(la sua rotazione, controllata elettromeccanicamente, può 
indirizzare sulla fenditura d'uscita i fasci con diverse 
lunghezze d'onda)

SELETTORE DI LUNGHEZZA D’ONDA

MONOCROMATORI

Mediante un monocromatore è possibile:

• Selezionare una qualsiasi lunghezza d’onda all’interno 
dell’intervallo di utilizzazione del monocromatore

• Effettuare una scansione di lunghezze d’onda

• I monocromatori in uso attualmente sono:

" Prismi

" Reticoli

Reticoli:	 svolgono	 la	 stessa	 funzione	 del	
prisma,	 ma	 il	 loro	 funzionamento	 è	
basato	 sulla	 riflessione.	 Sono	 cosmtuim	
da	 serie	 di	 solchi	 o	 fenditure	 parallele	
tracciam	 su	 una	 superficie	 lucida	 a	
distanza	 ravvicinata:	 il	 fenomeno	 è	
quello	 che	 si	 osserva	 guardando	
obliquamente	la	superficie	di	un	CD.



Spettrofotometro
Cella	o	cuvetta

• Trasparenti	a	tutte	le	λ che	si	utilizzano
• Geometria	definita	
• Cammino	ottico	preciso:	in	genere	1	cm

CONTENITORI PER IL CAMPIONE (CUVETTE)

• Devono essere trasparenti a tutte le λ che si utilizzano
• Devono essere di geometria definita 

quelle più comunemente utilizzate per analisi quantitative hanno 
un cammino ottico di 1 cm

Intervallo di trasparenza:

" Silice 150-3000 nm
" Vetro 375-2000 nm
" Plastica 380-800 nm

quarzo o 
silice fusa

vetro o 
plastica

UV                             Visibile                                

CONTENITORI PER IL CAMPIONE (CUVETTE)

• Devono essere trasparenti a tutte le λ che si utilizzano
• Devono essere di geometria definita 

quelle più comunemente utilizzate per analisi quantitative hanno 
un cammino ottico di 1 cm

Intervallo di trasparenza:

" Silice 150-3000 nm
" Vetro 375-2000 nm
" Plastica 380-800 nm

quarzo o 
silice fusa

vetro o 
plastica

UV                             Visibile                                



Spettrofotometro
Rivelatori

Sono	 dispositivi	 capaci	 di	 produrre	 un	 segnale	 elettrico	 che	 dipende	 dall'energia	 delle	
radiazioni	che	lo	investono.	Tale	segnale	elettrico	(proporzionale	all'intensità	luminosa)	viene	
poi	trasferito	a	un	indicatore	analogico	o	elaborato	per	via	elettronica	in	modo	più	o	meno	
complesso.	
In	UV-visibile	si	possono	utilizzare:	
• celle	fotovoltaiche	e	celle	fotoconduttive;	
• fototubi	e	fotomoltiplicatori;	
• fotodiodi.	

Sistema	di	elaborazione	dati
Il	segnale	proveniente	dal	rivelatore	viene	opportunamente	amplificato	e	un	amperometro	
ne	rileva	l’intensità.
Il	lettore	converte	quindi	il	segnale	elettrico	in	un	valore	numerico	proporzionale	
all’intensità	del	segnale,	e	questo	valore	va	da	0	a	100.	
Ponendo	pari	a	100	il	valore	del	segnale	in	assenza	del	campione,	otteniamo	la	trasmittanza	
e	da	questa	l’assorbanza.	



Tipi	di	spettrofotometro
Spettrofotometri	monoraggio	

La	 difficoltà	 sta	 nel	 fatto	 che	 per	 ogni	 misura,	 per	 ogni	 λ,	 si	 deve	 ripetere	 l'azzeramento	
contro	il	bianco,	oppure	registrare	prima	lo	spettro	del	bianco,	poi	 lo	spettro	del	campione	
ed	infine	sottrarre	al	secondo	il	primo	(procedura	che	può	risultare	macchinosa).	

Spettrofotometri	a	doppio	raggio	

La difficoltà sta nel fatto che per ogni misura, per ogni λ, si deve ripetere l'azzeramento contro il 
bianco, oppure registrare prima lo spettro del bianco, poi lo spettro del campione ed infine sottrarre 
al secondo il primo (procedura che può risultare macchinosa). 
 
Lo schema corrisponde a quello di un colorimetro: 
 

 
 
 
Negli SPETTROFOTOMETRI A DOPPIO RAGGIO si ha invece un sistema che invia due raggi, identici 
per frequenza e intensità, uno attraverso il campione e l'altro attraverso il bianco, per cui si ha un 
confronto continuo tra l'assorbanza del campione e quella del bianco. 
 
Grazie a queste caratteristiche è possibile effettuare misure direttamente a qualsiasi λ senza ripetere 
azzeramenti, e soprattutto registrare continuativamente lo spettro di assorbimento (fondamentale ai 
fini qualitativi). 
Per questo motivo il doppio raggio è preferito per le applicazioni qualitative sia in UV che in IR 
(soprattutto). 
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Un	 sistema	 	 invia	 due	 raggi,	
identici	 per	 frequenza	 e	
intensità,	 uno	 attraverso	 il	
campione	 e	 l'altro	 attraverso	
il	 bianco,	 per	 cui	 si	 ha	 un	
confronto	 continuo	 tra	
l'assorbanza	 del	 campione	 e	
quella	del	bianco.	



Tipi	di	spettrofotometro
Spettrofotometro	a	piastre	



Analisi	quantitativa
Come	si	determina	la	concentrazione	ignota?
Retta	di	taratura
Preparare	soluzioni	a	concentrazioni	note:	diluizioni	partendo	da	una	
soluzione	madre	(quali	strumenti	e	come	si	fanno	le	diluizioni?)

Lettura spettrofotometro di ogni soluzione,
compreso il bianco, ad una det. lunghezza
d’onda

Accorgimenti:	
maneggiare	la	
cuvetta dalla	

pareti	ruvide,	MAI	
dalla	superficie	

liscia

Valori	di	assorbanza	relativi	ad	ogni	concentrazione



Analisi	quantitativa
Come	si	determina	la	concentrazione	ignota?
Retta	di	taratura
Lettura	spettrofotometro	di	ogni	soluzione	ad	una	det.	lunghezza	d’onda.
Se	non	si	conosce	la	λ si	fa	lettura	spettro	intero:	λ max assorbimento
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Analisi	quantitativa
Come	si	determina	la	concentrazione	ignota?
Retta	di	taratura



Analisi	quantitativa
Come	si	determina	la	concentrazione	ignota?
Retta	di	taratura	

y	=	51760x	- 0.0723
R²	=	0.99946

0
0.05
0.1

0.15
0.2

0.25
0.3

0.35
0.4

0.45
0.5

0.00E+00 2.00E-06 4.00E-06 6.00E-06 8.00E-06 1.00E-05 1.20E-05 

As
so
rb
an

za

concentrazione	M

retta	taratura	(519	nm) A=	c𝜀𝑙
Come	determino	𝜀?	

Lettura	concentrazione	incognita 0.299749		
Come	ottengo	il	valore	della	
concentrazione?	

Per avere una maggiore
accuratezza nella misura è
bene fare la retta (4-5 punti) di
taratura almeno in duplicato



Analisi	quantitativa
Come	si	determina	la	concentrazione	ignota?
Software	spettrofotometro	a	piastra

Blu	di	metilene
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Analisi	quantitativa
Come	si	determina	la	concentrazione	ignota?
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Analisi	quantitativa
Come	si	determina	la	concentrazione	ignota?
Software	spettrofotometro	a	piastra

Misura	cGMP



Analisi	quantitativa
Es.	Kit	Glucosio
Determinare	il	glucosio	consumato	dalle	cellule	nel	mezzo	di	coltura

 
Glucose (GO) Assay Kit  
 
Product Code GAGO-20 
 

TECHNICAL BULLETIN
 

 
Product Description 
Enzymes, as analytical tools, have found widespread 
use in the food, biochemical, and pharmaceutical 
industry.  Enzymatic methods are specific, reproducible, 
sensitive, rapid, and therefore, ideal for analytical 
purposes.  Due to the high specificity and sensitivity of 
enzymes, quantitative assays may be done on crude 
materials with little or no sample preparation.  This kit is 
for the quantitative, enzymatic determination of glucose 
in food and other materials. 
 
Principle 
  Glucose 

            Oxidase 
D-Glucose + H2O + O2   D-Gluconic Acid + H2O2 

 
 

  Reduced        Peroxidase         Oxidized 
H2O2 + o-Dianisidine           o-Dianisidine 
                (colorless)         (brown) 
                                                                     

 H2SO4 
Oxidized o-Dianisidine                 Oxidized o-Dianisidine 
           (brown)              (pink) 
 
Glucose is oxidized to gluconic acid and hydrogen 
peroxide by glucose oxidase.  Hydrogen peroxide reacts 
with o-dianisidine in the presence of peroxidase to form a 
colored product.  Oxidized o-dianisidine reacts with 
sulfuric acid to form a more stable colored product.  The 
intensity of the pink color measured at 540 nm is 
proportional to the original glucose concentration. 
 
Reagents  
1. Glucose Oxidase/Peroxidase Reagent   
 (Product Code G 3660) 

Store the unopened kit reagent at 2–8 °C.  Each 
capsule contains 500 units of glucose oxidase 
(Aspergillus niger), 100 purpurogallin units of 
peroxidase (horseradish) and buffer salts.  Dissolve 
the contents of the capsule in an amber bottle with 
39.2 ml of deionized water.   The solution is stable 
up to one month at 2–8 °C and for at least 6 months 
frozen at –20 °C.  Discard if turbidity develops. 

2. o-Dianisidine Reagent  (Product Code D 2679) 
Store the unopened kit reagent at 2–8 °C.  Minimize 
exposure to light. The preweighed vial contains 5 mg 
of o-dianisidine dihydrochloride.  Reconstitute the 
contents of the o-dianisidine vial with 1.0 ml of 
deionized water.  Invert the vial several times to 
dissolve.  Avoid exposing the reagent to light.  
Solution is stable for 3 months at 2–8 °C. 

3. Assay Reagent 
Add 0.8 ml of the o-Dianisidine Reagent to the 
amber bottle containing the 39.2 ml of Glucose 
Oxidase/Peroxidase Reagent.  Invert bottle several 
times to mix.  Minimize exposure to light.  Solution is 
stable up to 1 month at 2–8 °C.  Discard if turbidity 
develops or color forms. 

4. Glucose Standard Solution  
(Product Code G 3285)  
D-Glucose, 1.0 mg/ml in 0.1% benzoic acid. This 
standard is traceable to an NIST standard and is 
supplied ready-to-use. It is stable at 2–8 °C for at 
least six months.  Discard if turbidity develops. 

 
Reagent Required But Not Provided 
Sulfuric Acid, ACS reagent  (Product Code 25,810-5) 
Reagent is 36 N sulfuric acid.  Prepare a 12 N solution in 
deionized water. 
 
Apparatus 
1. Spectrophotometer or colorimeter suitable for 

measuring absorbance at 540 nm. 
2. Cuvettes 
3. Test tubes, 18 mm X 150 mm 
4. Pipettes capable of accurately dispensing volumes 

from 20 µl to 2.0 ml. 
5. Water bath capable of maintaining temperature at  
 37 ± 1 °C. 
 
Precautions and Disclaimer  
This product is for R&D use only, not for drug, 
household, or other uses.  Please consult the Material 
Safety Data Sheet for information regarding hazards 
and safe handling practices. 
 

Procedure  
Sample Preparation 
 
Liquids:  
Dilute sample with deionized water to approximately  
20–80 µg glucose/ml.  Filter or deproteinize solution if 
necessary to clarify.  Decolorize solutions that are 
strongly colored and that have a low glucose 
concentration.  Degas carbonated or fermented 
products. 
 
Solids: 
Weigh out sample to nearest 0.1 mg.  Extract sample 
with deionized water.  The solution may be heated  
(<75 °C) to aid extraction.  Dilute with deionized water to 
approximately 20–80 µg glucose/ml.  Filter or 
deproteinize solution if necessary to clarify. 
 
Determination 
Method 1 - Glucose Concentration from Standard Curve 
1. Pipette the following solutions into the appropriately 

marked test tubes: 
 

Tube Water 
(ml) 

Sample 
(ml) 

Glucose 
Standard (ml) 

Reagent 
Blank 

1.00 --- --- 

Standard # 1 0.98 --- 0.02 

Standard # 2 0.96 --- 0.04 

Standard # 3 0.94 --- 0.06 

Standard # 4 0.92 --- 0.08 

Test  --- 1.00 --- 
 
2. At zero time, start the reaction by adding 2.0 ml of 

Assay Reagent to the first tube and mixing.  Allow a 
30 to 60 second interval between additions of Assay 
Reagent to each subsequent tube. 

3. Let each tube react exactly 30 minutes at 37 °C.  
Stop the reaction at 30–60 second intervals by 
adding 2.0 ml of 12 N H2SO4 into each tube.  
Carefully mix each tube thoroughly.   

4. Measure the absorbance of each tube against the 
reagent blank at 540 nm. 

 

Method 2 - Glucose Concentration from a Single 
Standard 
1. Pipette the following solutions into the appropriately 

marked test tubes: 
 

Tube  Water (ml) Sample 
(ml) 

Glucose 
Standard (ml) 

Reagent Blank 1.00 --- --- 

Standard  0.95 --- 0.05 

Test  --- 1.00 --- 
 
2. At zero time, start the reaction by adding 2.0 ml of 

Assay Reagent to the first tube and mixing.  Allow a 
30 to 60 second interval between additions of Assay 
Reagent to each subsequent tube. 
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Stop reaction at 30–60 second intervals by adding 
2.0 ml of 12 N H2SO4 into each tube.  Carefully mix 
each tube thoroughly.  

4. Measure the absorbance of each tube against the 
reagent blank at 540 nm. 

 
Calculations: 
Method 1 
For standards, plot Absorbance at 540 nm (y axis) vs mg 
of glucose (x axis).  If the standard curve is not linear, 
results will be inaccurate.  Repeat assay. 
 
For test, determine mg glucose from standard curve. 
 
Multiply the mg glucose determined above by the dilution 
factor made in sample preparation. 
 
Method 2 
 
mg Glucose  =   (∆A540 of Test) (mg Glucose in Standard)   
           ∆A540 of Standard 
 
       =   (∆A540 of Test) (0.05 )  
                     ∆A540 of Standard 
 
Multiply the mg glucose determined above by the dilution 
factor made in sample preparation. 
 

Procedure  
Sample Preparation 
 
Liquids:  
Dilute sample with deionized water to approximately  
20–80 µg glucose/ml.  Filter or deproteinize solution if 
necessary to clarify.  Decolorize solutions that are 
strongly colored and that have a low glucose 
concentration.  Degas carbonated or fermented 
products. 
 
Solids: 
Weigh out sample to nearest 0.1 mg.  Extract sample 
with deionized water.  The solution may be heated  
(<75 °C) to aid extraction.  Dilute with deionized water to 
approximately 20–80 µg glucose/ml.  Filter or 
deproteinize solution if necessary to clarify. 
 
Determination 
Method 1 - Glucose Concentration from Standard Curve 
1. Pipette the following solutions into the appropriately 

marked test tubes: 
 

Tube Water 
(ml) 

Sample 
(ml) 

Glucose 
Standard (ml) 

Reagent 
Blank 

1.00 --- --- 

Standard # 1 0.98 --- 0.02 

Standard # 2 0.96 --- 0.04 

Standard # 3 0.94 --- 0.06 

Standard # 4 0.92 --- 0.08 

Test  --- 1.00 --- 
 
2. At zero time, start the reaction by adding 2.0 ml of 

Assay Reagent to the first tube and mixing.  Allow a 
30 to 60 second interval between additions of Assay 
Reagent to each subsequent tube. 

3. Let each tube react exactly 30 minutes at 37 °C.  
Stop the reaction at 30–60 second intervals by 
adding 2.0 ml of 12 N H2SO4 into each tube.  
Carefully mix each tube thoroughly.   

4. Measure the absorbance of each tube against the 
reagent blank at 540 nm. 

 

Method 2 - Glucose Concentration from a Single 
Standard 
1. Pipette the following solutions into the appropriately 

marked test tubes: 
 

Tube  Water (ml) Sample 
(ml) 

Glucose 
Standard (ml) 

Reagent Blank 1.00 --- --- 

Standard  0.95 --- 0.05 

Test  --- 1.00 --- 
 
2. At zero time, start the reaction by adding 2.0 ml of 

Assay Reagent to the first tube and mixing.  Allow a 
30 to 60 second interval between additions of Assay 
Reagent to each subsequent tube. 

3. Let each tube react exactly 30 minutes at 37 °C.  
Stop reaction at 30–60 second intervals by adding 
2.0 ml of 12 N H2SO4 into each tube.  Carefully mix 
each tube thoroughly.  

4. Measure the absorbance of each tube against the 
reagent blank at 540 nm. 

 
Calculations: 
Method 1 
For standards, plot Absorbance at 540 nm (y axis) vs mg 
of glucose (x axis).  If the standard curve is not linear, 
results will be inaccurate.  Repeat assay. 
 
For test, determine mg glucose from standard curve. 
 
Multiply the mg glucose determined above by the dilution 
factor made in sample preparation. 
 
Method 2 
 
mg Glucose  =   (∆A540 of Test) (mg Glucose in Standard)   
           ∆A540 of Standard 
 
       =   (∆A540 of Test) (0.05 )  
                     ∆A540 of Standard 
 
Multiply the mg glucose determined above by the dilution 
factor made in sample preparation. 
 

Problemi
ü Retta taratura inaccurata: errore

sperimentale, ripetere
ü Valore troppo alto di A dei campioni

incogniti (concentrazione troppo alta o al
di fuori della retta di taratura): ripetere la
misura diluendo



Analisi	quantitativa
Analisi	nell’UV
Quantificazione	degli	aminoacidi	e	proteine	
(la	maggior	parte	assorbe	a	280	nm)

Nelle proteine solo alcuni aminoacidi sono in grado di assorbire nello
spettro UV/visibile.

Ogni proteina ha un εεεε differente che può essere stimato tramite:

εεεε (280nm): num(Trp)x5600 + num(Tyr)x1400 + num (-S-S)x125

ASSORBIMENTO DELLA 
LUCE ULTRAVIOLETTA DA 
PARTE DEGLI Aa 
AROMATICI

Il triptofano e la tirosina
Assorbono la luce 
ultravioletta, ciò spiega 
perché la maggior parte 
delle proteine hanno un 
caratteristico 
assorbimento della luce 
ad una lunghezza d’onda 
di 280 nm

1- Metodo diretto

Legge di Lambert e Beer

Dalla relazione: A = ε x l x c si ricava: c = A / (ε x l)

Essendo l noto (dimensioni della cella) si deve disporre del valore di ε relativo alla sostanza

in esame, ad una certa lunghezza d’onda (280 nm).

Quindi, se ε è noto (da precedenti esperienze o perché tabulato in letteratura)

è agevole ottrenere la quantità di una proteina.

2- Se non si conosce ε oppure siamo in presenza di una miscela di proteine, si può

a) far riferimento al dato che 1mg/mL di proteine presentano un assorbanza

media di 1 a 280 nm.

Se quindi si legge l’assorbanza della miscela di proteine, si può avere una dato

approssimativo della concentrazione.

Come si determina la quantità di una proteina?

Se la proteina è pura: 

Oppure si può far reagire con una sostanza
che dà luogo a ad un composto colorato, ma il
campione non si può recuperare



Analisi	quantitativa
Analisi	nell’UV
Quantificazione	DNA	e	RNA	(260	nm)	e	purezza	(280	nm	
contaminazione	con	proteine).

Le	 concentrazioni	 di	 DNA	 sono	 molto	
basse	 per	 cui	 si	 usa	 una	 formula	
sperimentale.
Per	il	DNA,	utilizzando	cuvette	di	1	cm	di	
cammino	 owco	 ad	 un	 valore	 di	
assorbanza	 a	 260	 nm	 pari	 a	 1	 unità	 di	
assorbimento,	 corrisponde	 una	
concentrazione	di	DNA	di	50	μg/ml.	Vale	
la	seguente	formula	semplificata:	
1	u.a.260	=	50	μg/ml
Concentrazione	di	DNA	(μg/ml)	=	A260	
x	50	/	1	u.a.	



Fluorescenza
Se l’energia acquisita viene in parte riemessa come radiazione
elettromagnetica si ha il fenomeno della fluorescenza. Cioè, il
ritorno di un elettrone dallo stato eccitato allo stato fondamentale
si accompagna all’emissione di un fotone.

1) eccitazione
2)	rilassamento 10-12 s
decadimento	non	radiativo	isoenergetico	
fra	stati	di	uguale	molteplicità	
3)	Decadimento	radiativo	10-9 s

λ della luce fluorescente è sempre
maggiore della lunghezza d’onda della
luce eccitante.

Sono	fluorescenti	le	molecole	con	sistemi	ad	elevata	coniugazione:
• Strutture	con	molti	elettroni	𝜋 coniugati	
• Strutture	planari	con	anelli	aromatici



Fluorescenza
Esempi:
üFITC (fluoresceina isotiocianato)
üBromuro di etidio
Composti di interesse biologico
• Vitamine
• Ormoni
• Clorofille
• Aminoacidi aromatici

Ethidium Bromide



Fluorescenza
Nella fluorescenza si distingue una luce eccitante ed una luce
fluorescente, che sono caratteristiche di ogni molecola fluorescente.
La fluorescenza si può sfruttare sia per analisi qualitative,
SPETTROFLUORIMETRIA, che quantitative FLUORIMETRIA.

Fluorimetria
• É una metodica di elevata sensibilità, che permette di rilevare
quantità dell’ordine di un centinaio di pg (in fotometria l’ordine è
dei 𝜇g).

• A differenza della fotometria nella quale si misura l’assorbanza, in
fluorimetria si misura l’intensità assoluta della luce fluorescente,
IF. In altri termini in fluorescenza non si fa riferimento a specifici
parametri di misura, come trasmissione od assorbanza, e IF viene
comunemente espressa in unità arbitrarie.

• La concentrazione di una sostanza fluorescente può essere
facilmente determinata per semplice comparazione dell’intensità
della luce fluorescente con l’intensità di fluorescenza di una
soluzione a concentrazione nota della stessa sostanza.



Fluorimetro
• Una sorgente luminosa stabile che fornisce l’energia eccitante;
• Filtri od un monocromatore per selezionare la λ della luce eccitante;
• Una cuvetta (campione) per la soluzione in esame;
• Una fotocellula od un fotomoltiplicatore che riceve una frazione fissa

della luce fluorescente, ed è connessa con un galvanometro molto
sensibile, o con un sistema di amplificazione ed un display digitalico. Il
fotomoltiplicatore è in posizione tale da non ricevere le radiazioni della
sorgente eccitante che attraversano la soluzione; comunemente è
disposto a 90° rispetto alla direzione della luce eccitante.

Lampada

Monocromatore 
di eccitazione

Lente
Lente

lecc.

lem.

Campione

PMT
“segnale”

Computer Monocromatore 
di emissione



Fluorimetro
Misura	quantitativa

q Ogni	 volta	 si	 deve	 calibrare	 il	 fluorimetro	 con	 lo	
standard,	 perchè	 in	 fluorimetria	 a	 differenza	 della	
spettrometria	 per	 assorbimento,	 si	 effettuano	
misure	assolute	di	intensità	luminosa

• Soluzione	Standard	a	concentrazione	nota	della	sostanza	in	
esame	 (concentrazione	 leggermente	 maggiore	 della	
concentrazione	presunta	nel	campione	in	esame).	Le{ure	in	
unità	arbitrarie	=	unità	di	luce	relativa,	RLU.

• Soluzione	a	concentrazione	incognita
• Per	lo	standard,	Cn,	nota,	posta	=	100	RLU	per	IFn;
• Per	il	campione	la	fluorescenza,	IFi,	da	qui	si	ricava	Ci
• Cn:IFn=	Ci:	Ifi
• Misura	 della	 fluorescenza	 del	 solvente,	 bianco,	 che	 può	

attenuare	la	fluorescenza	o	essere	di	per	se	fluorescente



Fluorimetro
Esempi:	Alamar Blue,	vitalità	cellulare	(560Ex/590Em)

2 Promega CorporaƟ on · 2800 Woods Hollow Road · Madison, WI  53711-5399 USA · Toll Free in USA 800-356-9526 · 608-274-4330 · Fax 608-277-2516
TB317 · Revised 3/16 www.promega.com

The visible light absorbance properties of CellTiter-Blue® Reagent undergo a “blue shift” upon reduction of 
resazurin to resorufi n. The absorbance maximum of resazurin is 605nm and that of resorufi n is 573nm. Either 
fl uorescence or absorbance may be used to record results; however, fl uorescence is the preferred method because 
it is more sensitive and involves fewer data calculations.
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Figure 1. Conversion of resazurin to resorufi n by metabolically active cells results in the generation 
of a fl uorescent product. The fl uorescence produced is proportional to the number of viable cells. 

Figure 2. Spectral properties of resazurin and resorufi n in RPMI + 10% fetal bovine serum. Panel A. 
Absorbance spectra for resazurin and resorufi n. Panel B. Fluorescence excitation and emission spectra for 
resorufi n.

A fl ow diagram summarizing the CellTiter-Blue® Assay protocol is shown in Figure 3. The homogeneous assay 
procedure involves addition of a single reagent (CellTiter-Blue® Reagent) directly to cells cultured in serum-
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it is more sensitive and involves fewer data calculations.
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Figure 1. Conversion of resazurin to resorufi n by metabolically active cells results in the generation 
of a fl uorescent product. The fl uorescence produced is proportional to the number of viable cells. 

Figure 2. Spectral properties of resazurin and resorufi n in RPMI + 10% fetal bovine serum. Panel A. 
Absorbance spectra for resazurin and resorufi n. Panel B. Fluorescence excitation and emission spectra for 
resorufi n.

A fl ow diagram summarizing the CellTiter-Blue® Assay protocol is shown in Figure 3. The homogeneous assay 
procedure involves addition of a single reagent (CellTiter-Blue® Reagent) directly to cells cultured in serum-
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