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SEZIONE II
(Fisica, chimica, geologia, paleontologia e mineralogia)

Chimica fìsica. — I l  metodo della simulazione della curva nel cal
colo dei tempi di vita di fluorescenza. Nota di P i e r g i u l i o  D i  M a r c o  

e G a b r i e l e  G i r o , presentata (#) dal Socio G . S e m e r a n o .

SUMMARY. — In this Note is described the curve simulation method which allows the 
determination of fluorescence lifetimes in the nanosecond and subnanosecond range. Appli
cation of the method to anthracene and 5-5' F -oxacarbocianina is presented, using as exci
ting source a Febetron electron accelerator.

I n t r o d u z io n e

Il tem po di vita di fluorescenza è uno dei param etri più im portanti nello 
studio delle proprietà lum inescenti delle sostanze; per eseguire la m isura 
di esso sono stati im piegati alcuni metodi, il più semplice dei quali consiste 
nell eccitare la sostanza in esame con impulsi luminosi e nel registrare su 
di un oscilloscopio la cinetica di decadim ento della fluorescenza vista da un 
fotom oltiplicatore ad alta velocità di risposta. Perchè la m isura possa essere 
correttam ente in terpretata, occorre che la durata  del flash luminoso sia infe
riore al tem po di vita di fluorescenza della sostanza; in questa favorevole 
circostanza, il tem po di vita si ricava semplicemente ponendo in grafico 
il logaritm o del segnale uscente dal fotomoltiplicatore in funzione del tem po 
e ricavando la pendenza della re tta  così ottenuta, che risulterà proporzionale 
al reciproco del tem po di vita. U n  limite all’uso di questo semplice metodo 
è posto dalla du ra ta  del flash, che può essere uguale o superiore al tem po di 
vita della sostanza in esame. Anche in questa sfavorevole circostanza, 
tu ttavia , è possibile ottenere il tem po di vita di fluorescenza utilizzando il 
m etodo m atem atico della sim ulazione della curva [1]. In  questa lavoro verrà 
illustrato il metodo, insieme a due esempi pratici che ne dim ostreranno 
Futilità.

P a r t e  t e o r ic a

Supponiam o di avere un impulso luminoso con una dura ta  molto breve 
rispetto al tem po di vita di fluorescenza della sostanza; in tal caso l’emissione 
di fluorescenza dopo un tem po a dall’inizio dell’impulso luminoso avrà una 
intensità pari a

( 0  I (a) -  k¥ (o) D 0 )

dove I (d) »è l’emissione di fluorescenza al tem po a , k è una costante, F (o) 
è l’intensità del flash al tem po zero, che in queste condizioni corrisponde (*)

(*) Nella seduta dell’8 marzo 1975.
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airin tensità totale del flash, e D (a) è il valore al tem po a della funzione D (t) 
che rappresenta il decadim ento della luminescenza. Nel caso di un decadimento 
esponenziale di avrà

(2) I (a) — k ¥  (o) e~a/X

dove T è il tem po di vita.
Supponiam o ora di avere un flash luminoso la cui intensità vari nel 

tem po nella m aniera illustrata in fig. 1 ed una sostanza con un decadimento 
molto rapido, dello stesso ordine di grandezza o addirittu ra inferiore alla 
d ura ta  del flash. In questo caso la relazione esistente tra  eccitazione ed emis-

Fig. i. -  Variazione nel tempo dell’emissione di una ipotetica sorgente luminosa.

sione dovrà essere considerata per tem pi di poco superiori alla dura ta  del 
flash, tem pi per i quali i fotoni successivamente emessi del flash daranno 
ognuno un diverso contributo alla emissione di fluorescenza della sostanza. 
Se tu ttav ia  si considera l’impulso luminoso come costituito da tan ti subim- 
pulisi di larghezza d/ t , la (1) si può ancora utilizzare. Per semplicità si
consideri solo alcuni di questi subimpulsi (vedi fig. 1); dopo un tem po a 
dall’inizio del flash luminoso la sostanza em etterà un segnale fluorescente la 
cui intensità terrà  conto di tu tti i singoli subimpulsi costituenti il flash ecci
tante prim a del tem po a\ il contributo dei quattro  subimpulsi sarà, in base 
alla (1):

(3) I Ça) =  k  [F (O  D (a —  4) +  F (/2) D (a — 12) +  

+  F  (/3) D (a — ^8) +  F  (*4) D (a —  .
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Se si considerano tu tti i subim pulsi costituenti il flash, si avrà che l’intensità 
totale di fluorescenza al tem po e sarà data  da

t=a

(4) I (a) =  k j  F (t) D {a —  t) d t .
t=0

L ’equazione (4) perm ette di ricavare D (t) conoscendo la curva di decadi
m ento sperim entale I (t) e la curva del flash F (/). Questo procedim ento è 
chiam ato deconvoluzione. Il m etodo più affidabile tu ttav ia  è quello della 
simulazione della curva o della convoluzione [2]. Ammesso che il decadim ento 
sia di tipo esponenziale, con un determ inato tempo di vita t ,  la D (a —• t) 
può essere sostituita dalla funzione exp (t ■— a\t) . La (4) diventa perciò:

t=a

(5) I (a) — ke~ai''‘ j  F (t) etiT d t .
t= 0

Il metodo della sim ulazione della curva consiste nell’attribuire a t un 
determ inato valore e nell’ottenere i corrispondenti valori di I (/); la curva 
teorica così o ttenuta viene poi confrontata con quella sperimentale. Per poter 
giudicare di quanto la curva teorica si avvicina a quella sperimentale, bisogna 
m isurare, per ogni t , la q u an tità  G definita come

N .
(6 ) G = | 2  [leak, (ti) —  I sper. (/» )]2.

Il tem po di vita che deve essere scelto è quello che rende m inim a la G (t).
Per generare le curve di decadim ento calcolate, la (5) è stata trasform ata 

nella seguente formula, che si presta ad essere usata da un calcolatore [3]

( 7) leale. ( 4 )  “  T (tn ~ t )  -f- fi- e  ̂ [M w ( t  tn—1) • B J  }

+  L a ie ,  ( ß n - 1 ) e  A^ T

dove

M , =  F(7 ~ /F(b ) ’t n  ’ t n  —  1

&t =  tn —  4 - 1  , F  (q) =  I (/L  =  o .

L a scelta del tem po di vita da cui iniziare per il calcolo della G (t) non può 
essere lasciata al caso. Il procedim ento migliore consiste nel ricavare un t 
approssim ato con un m etodo più semplice (quello dei momenti [3], per esem
pio) e poi calcolare le curve di decadim ento per valori di tem pi di vita com
presi tra  0.5 Tappross> e 1.5 Tappross. . Se per esempio il tem po di vita approssi
m ato è di 6 nsec, bisogna calcolare le curve di decadim ento per valori di t 
compresi tra  3 e 9 nsec, con increm enti di 0.2 nsec.
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P a r t e  s p e r im e n t a l e

Le curve di fi g. 2 sono curve calcolate per tem pi di vita di 4 nsec e 1 nsec 
rispettivam ente, o ttenu te  con l’ausilio di un calcolatore H .P . 30; per gene
rare le curve teoriche è stata usata la curva sperim entale di un flash di luce 
Cerenkov, o ttenuta bom bardando una lastra di quarzo con elettroni da 600 kev 
e m isurando la luce emessa nelle stesse condizioni sperim entali in cui sono 
state eseguite le m isure di fluorescenza; nella stessa figura è rappresentata
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Fig. 2. - Curve di decadimento calcolate per t  =  1 (------) e t  4 nsec. (-----—)
e curve del flash (fl— h +)•

anche la curva del flash. La fig. 2 m ostra chiaram ente come sia impossibile 
ricavare il tem po di decadim ento dalla pendenza della curva, nell’intervallo 
di çmissione compreso tra  il 100%  e il 10%  del massimo di emissione, per 
tem pi dell’ordine del nanosecondo. La curva calcolata per un tem po di 4 nsec 
m ostra come già per questo valore il tempo di vita si può ricavare dalla pen
denza della curva senza com m ettere grossi errori; dalla pendenza infatti si 
ricava un t di 4.1 nsec.

Le m isure di tem pi di decadim ento sono state eseguite su soluzioni disa- 
reate di antracene in cicloesano ( io “4 M ) e di 5~5/F -oxacarbocianina in alcool 
etilico assoluto ( io ~ 5M ). In  questo ultimo caso come sorgente eccitatrice è 
stata  adoperata l’emissione stim olata a 480 mp, ottenuta da una targhetta  
di ZnSe bom bardata con elettroni. Le curve sperim entali ottenute sono mo-



P. D i Marco e G. Giro, I l  metodo della simulazione, ecc. 419

Fig. 3. -  Curve di decadimento sperimentali dell’antracene (------) e della cianina ( - - - ) .

strate in fig. 3. R icavando il tem po di vita dalla pendenza delle due rette 
si ha un t  di 6.2nsec per l ’antracene e di i.2nsec per la cianina; questo valore 
corrisponde in realtà al tem po di decadim ento del flash. Sono state quindi 
calcolate le curve di decadim ento per diversi valori del tem po di vita ed è 
stata  successivamente ricavata la G (t ); la fig. 4, relativa all’antracene, indica 
come suo tem po di vita il valore di 5.8 nsec, che è quello che m inimizza G (t ),
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in accordo con altri valori della letteratura [4] ed inferiore del 7 % circa al 
valore calcolato dalla pendenza della curva. In  Tabella I sono invece ripor
tati i G della cianina per una serie di tem pi di vita. Ne risulta un tem po di 
vita di 0.3 nsee, che è in buon accordo con un analogo risultato sperim en
tale [5]. Per tem pi al disotto del nanosecondo, tu ttav ia , migliori risultati 
sperim entali si potranno ottenere usando la tecnica del fotone singolo.

T a b e l l a  I.

T (n sec) 0.20 O.25 O.3O O.35 O.4O O.45 O. 50

G(t) IOO32 8356 6255 7IO4 8115 9732 11452

Gli A utori ringraziano il prof. Giovanni Sem erano per l’incoraggiam ento 
e le utili discussioni duran te lo svolgimento del lavoro.
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