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Introduzione

| progressi ottenuti dalla biologia cellulare e molecolare hanno portato alla
realizzai one di n u o nterfaguiand dinettarmdnte con hsestens 0
biologici. Questi nuovi materiali sorimamateriaihesonodefiniti come parte

integrante dei sistemi biologici in cui vengono inseriti. A tale proposito, &
opportuno pensare agli impianti dentali costituiitdal titanio che vengono

Il nserite chirurgicamente nel Ilc&fdbes s 0 man
vascolari, reti metalliche cilindriche utilizzate per interventi di angioplastica allo
scopo di dilatare un vaso sanguigno occluso da placche.

Larecesi t -~ c r e s c e nirteefaccihbilita rdii qgesti noaterdali @n il 0
tessuti e gli organi in cui vanno ad inserirsi ha portato e sta ancora portando alla
realizzazione di mat eri albil iddenomi nat.i
EG propradttoadi n sgué s pd o incldygiee spedrostopich@ i ¢ h e
e microscopiche hanno assunto una sempre crescente imp@izesia

tecniche consentono di osservare le molecole biologiche per comprenderne
meglio il funzionamento ed eventualmente modificeal momento in cui

cessind i funzionar e. EO manlestigareilansputturat ant e,
di molecole come le proteine o gli acidi nucleici (ad esempio,il DNAp R N A

per cercare di comprendere il meccanismo di funzionamento dalla disposizione
degli atomi, dalla loro composizione chimica e dalle propriet&Hisiche

del l e stesse. EG I mportante conoscere
essa si possono ottenere informazioni sui meccanismi che regolano il loro

funzionamento ed eveailmente le loro disfunzioni.

Acidi nucleici: composti formati da molecole grandi e complesse, cosi detti perché presenti nel
nucleo cellul are degl:i organismi viventi; con
generazione in generazione.



Introduzione

Questo lavoro di tesi, quindi, consistera in una rassegna di alcune tecniche
spettroscopiche e microscopiche che la fisica mette a disposizione dei biologi, e
non solo, impegnati nello studio e nella comprensione della struttura e dei
meccanismi di funziamento delle molecole dalla loro disposizione.

La rassegna prendera in considerazione nehiecchesono applicatealla

biologia molecolare ed in particolare a quella strutturale e tecniche
spettroscopiche risolte in tempo capaci queste ultime dgereekidinamiche
ultraveloci delle molecole complépseteine, emoglobina ecc.).

Nel primo capitolo saranfarniti dei richiamianchestorici sulla spttroscopia

i n g e n eintaadziene tea lagadibzioife elettromagnetica e la materia.

Nel secondo capitolo saranno illustrate tre tecniche spettroscopiche quali la
cristallografia a raggi X, la spettroscopia Raman e la risonanza magnetica
nucleare (NMR) che principalmente trovano largo uso nella biologia strutturale.
Si parlera non solo deiincipi di funzionamento delle tre tecniche ma se ne
illustreranno i vantaggi ed i limiti di applicazione.

Nel terzo capitolo si parlera diffusamente della tecmoendiand prét@empa

e sonda), gitroscopia risolta in tempoiatpulsilaser ultrédrevi,che permette

di investigare molti processi ultraveloci e le dinamiche di molecolessmmple
che possono essere innescatetempidel | dor di ne dei p i
attosecondi da impulsi ulbeevi. Si pensi, ad esempio, alla dinamica elettronica
delle proteine e dk acidi nucleici che porta poi a processi di folding ed

unfolding nelle proteine ed ai meccanismi di mutazioni genetiche e danneggia

Foldingo ripiegamento: € un processo molecolare attraverso il quale le proteine ottengono la
loro struttura tridimensionale.

Unfolding o denaturazione: € il processo attraverso il quale le proteine perdono la loro
struttura tridimensionale per tornare all@ stesemplice catena line&i@denaturazione puo
essere causata dall daumento di temperatur a
saliny

o



Introduzione

menti del DNA alla base dello sviluppo di svariateeftumorali e malattie
genetthe od, anche, per studieaisposta del retinale dei nostri occhi ad un
segnale luminoso perché la velocita con cui le dinamiche molecolari avvengono
del Il dordine 1d)ei femtosecondi (10
lqua t o capit ol oilusgraziorie dalle tdcnicha miorosapiched
quali la microscopia confocale, lquelettronica, la criomicroscopia e la
microscopiapumyproheche diversamente dalla microscopia convenzionale
consentono risoluzioni tali da poter avere deiteagini strutturali delle
biomdecole abastanza dettagliate. Specifioedattie genetiche o possibili
anomalie nei cromosomi possono essere determinate con estrema precisione
dal | uso di uno dei predett. met odi mi

I cromosomi rappresentatgunita strutturali in cui il DNA, associato a specifiche proteine, si
organizza all dinterno delle cellule.
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Capitolo 1

Principi generali di spettroscopia

1.1 Cenni storicli

Storicamente lapettroscopia ebbe origigeando Isaac Newton (164227)

mise sperimentalmente in evidenza che la radiazione visibile (luce bianca) era
costituita da um sequenza deli ver si colori nmeorcepit.i
Newton fece passare un fascio di luce attraverso un prisma trasparente ed
osservdO che la luce solare veniva scomposta in diverse componenti
monocromatiche (rosso, arancione, giallo, verde, blu e viSiettalebbe, in

seguito, compreso che agnicolore corrispondeva una diversa lunghezza
ddbonda. Egl i chiam, | i nsi speteum d e i co

immagine)

Red

Violet

Figura 1.1Esperimento di Newton
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L6idea generale prima del | elorsfassemer t a d
gener amameonitnetée r a l prisma c¢heropgethdeva d
anal ogamente all e goccioline dbéacqua r
Nel 1800, chepuoe®r e consi derato come | 6anno
nell 6infrarosso, | 6 ast r(h7881882) fadende d er i c k

scorrere un termometro lungo lo spettro della luce visibile, dal violetto al rosso,

si accorse che la temperatura atawaranche dopo aver oltrepassato la regione

del rosso in una zona dove non si vedeva alcuna luce. In questa maniera aveva
scoperto | a regione dell d6infrarosso (f
anno dopo Johann Wilhelm Rit{@7761810)scopri iraggi ultravioletti. Si

sapeva che il cloruro di argentossiuraaquando era esposto alla luce ma cio

avveliva anche nella regione al didhvioletto.

Figura 1.2:EsperimentodiHec hel e scoperta della region
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Solamente dopo il 1859 la spettroscopia diventd una branca ufficiale della
ricerca scientifica. Infatti Kirchqff8241887)e Bunser{18111899)notarono

che lafrequenza delle linee spettrali poteva caratterizzare la natura chimica degli
elementi. Essi scoprirono che le righe dello spettro di emissione
corrispondevano alle righe nere dello spettro di assorbimento. Lo spettro di
ciascun elemento € unico ed identifa uni vocamente | del eme
non esistono due diverse sostanze che abbiano lo stesso spettro. La
corrisponénza elemento chimispettro eme accettata dallaomunita

scientifica e si pasad una sistematica raccolta dello spettro idjlisterenti

conosciuti. Questo permided oper azi one Il nver sa: uno
portavaa prevedere un nuovo elemento. Gli stessi Bunsen e Kirchoff, mediante

| danal i si spettroscopica, Il denti ficaro
cesio. nome di questi elementi derivava dal colore delle righe principali del

loro spettro, rosse per il rubidio e blu per il cesio (derived@siate in latino

vuol dire blu cielo). Per i loro studi costruirono un eccellente spettroscopio (fig.

1.3), uda fino alla fine del diciannovesimo e costituito dallimatore, da un

Figural3Spettroscopi o di Kirchoff, Bunsen and
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prisma e da unamocchiale per poter misurare gli angoli di deviazione delle
singole componenti cromatiche. La sorgente era un bruciatore progettato da
Bunsen (noto come beeBansen). |l vantaggio di tale apparato era che
regolando il rapporto ams era possibile ottenere una fiamma ad alta
temperatura e quasi i ncol or e: | 6al ta t
sostanza la fiamma incolore non inditaceva elementi spuriloedpettro.

La fine del di ciannovesi mo secol o e |¢
da notevoli sforzi per spiegare i fenomeni spettrali. | risultati sperimentali delle
osservazioni spettroscopiche costituirono un importante input per lo ssiluppo

modelli teorici della struttura della materia. Angstrém riusci a misurare accurata
mente | e | inee spettraldi del |l 6at omo doa
(18251898) trovo, n e L8855 una foronula empirica [1] per descrivere
numericamentea seri e dell e righe dell i droge

Kk =—-H (1.1)

con m > 2 ed H costante pari a 364, 56 nm.
Alcuni anni dopo, una generalizzazione della serie di Balmer fu trovata da
Rydberdg18541919) n funzi one dell numero ddonda

k=Ry — — (1.2)

incui Ry = 10967758 ckh | a costante di Rydberg p

Per la serie di Balmer nrm>2en 2.
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Sbbene le osservazioni sperimestalin campo astronomico, dove per primi

erano stati osservati gli spettri di assorbimento del Sole e di altri corpi celesti, sia

in laboratoripfossero ampjenessun modello teorico riusci ad interpretare in

modo soddisfacente gli spettri atomiciéinol 6 avvent o dell a teo
Bohr(1913)

Pur tuttavia la teoria di Bohr non era in grado di spiegare in modo soddisfacente

gli spettri di atomi con piu elettroni [3].

Conlo sviluppo della meccanica quanéidde parte di Heisenbdi®011976

e Schradlinger(18871961) e stato possibile spieggliespettri di molti elementi

e permettere lo svdpo della moderna spettroscagha trova il suo inizio con

| invenzione del laser.

10
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1.2La radiazione elettromagnetica

In generale le radiazioni possono eshstiate in elettromagnetiche e cerpu
scolari le prime sonaostituite da campi elettrici e magnetici oscillanti, le
seconde sono costituite da particelle atomiche o subatomiche di elevata velocita
(prossima a quella della luce nel caso di elettroni e positroni) e quindi di elevata
energia cinetica. In questo lawtdirtesiverraconsiderat la sola radiazioptet
tromaynetica.

Essa e una forma di energia che si propaga attraverso lo spazio ad alta velocita e
puo essere trattata secondo due approcci diversi: classico e quantistico.

Dal punt o di agnetismo alassice la tadiazibne ¢ldttnoroagnetica

e un fenomeno ondulatorio dovuto alla propagazione contemporanea di
perturbazioni periodiche di un campo eletf&ia® di un campo magnetigo

oscillanti in piani tra loro ortogonali e con una direziopeodagazion&
perpendicolare al piano identificato dalle direzioni delle due oscillazioni dei

campi elettrico e magnetico (fig.1.4).

Figura 1.4:0nda elettromagnetica

11
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La velocit”™ di propagazione dell donda
nel vuoto essa e pari alla velocita della luce éx3410Nei mezzi materiali, la
propagazione della razione elettromagnetica € un fenomeno piu complesso
perch® dipende dall 6interazione con gl
A causa di tale interazione, la velocita risulta inferiore a quella nel vuoto secondo

la relazione:

0o - — - (1.3)

i n ¢ uperménbilita mMagneticda permettivitdiekttrica,n | 6i ndi ce di
frazione caratteristici del materiale. La velocita di pmpaglella radiazione

e legat alla frequenza dalla relazione:

& 12 (1.4)

nel vuoto® A. Nel passaggio della radiazione dal vuoto in un qualunque altro
mezzo si osserva una diminuizione della lunghezzandd a ment r e | a fr
invariante perché determinata univocamente dalla sorgente della radiazione.

Un altro parametro che caratteritz onda el ettr omagneti czé

dal |l dintensit”™ dell donda descritta dal
el ettromagnetica che attraversa | duni't
popagazione nell dunit™ di t empo:

n -E A (1.5)
Per descrivere | i nterazione del | a r

ondulatorio della radiazione elettromagnetica non risulta sempre dtleguato.

12
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rattereondulatorio della radiazione risulta adeguato per giustificare fenomeni
come Iréinmetaeref d a di ffrazi on éotoeletreco per f e
non € adeguato ed in questo caso conviene descrivere la radiazione secondo |l
modello quantistico.
Secondo questoul ti mo, |l a radiazione el
particelle discrete (fotoni) aventi energia legata allanfzagdella radiazione
dalla relazione:

E = ho (1.6)

i n culi h34J=a s6ecobtahte di Blanck.

1.3 Lo pettro della radiazione elettromagnetica

Loinsieme delle onde el ettronspegtronet i c he
elettromagneticdE® suddi vi so convenzional ment e
1.5): onde hertziane, microonde, infrarosso, Vvisilikvioletto, raggi X, raggi

a .

aEm e
g S NZANVAVAVAITI T

10 1 10-2 104 10~ 10-# 110 10-12 10" mein

Y T v T v T M LB T v T M T v e it b
lunghezza d'onda 2

e

ultra- raggi

1yt
o infra- ¥z ’
onde ‘f'}‘-’} microonde S e raggi X ragEi y RO Y
radio TV rosso ’é y Violctto cosmict
Irequenza v T
_____ 1 M 1 M 1 " L 1 1 1 1 LEea
- - — ™
3.10%  3.10% 3.0 14 3.0 3.908 3.10% 3.10% s
"
Tm—
.....
--------
RS E o e 5 2 £ oo
00am ) oewte s RN e e 400 nm
- ; : T
‘rosso  arncio giallo verde wzuro indaco violetto '

Figura 1.5:Lo spettro elettromagnetico con le varie forme della radiazione
el ettromagnetica in funzione della lunghe
nadello spettro che corrisponde alla luce visibile € espansa.
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Le separazioni non sono nette e gli intervalli delle singole bande hanno zone di
sovrappogione,come avvien al | e singole frequenze t |
Lédintervall o di frequenze entro il g ueé
di applicazione e alquanto vasto ed € compreso tra un migliaio di H&rtz e 10

Hz. Le onde elettromagnetiche vengono prodotte, a seconda della frequenza, da
differenti tipi di sorgenti.

Le onde radio, invisibili e rilevate per la prima volta da Hertz, hanno una
frequenza compresa tr&8 1A Hz e sonogenerate da circuiti elettimrche

fanno oscillare cariche elettrichearhettono energia quando sakcelerate.
Lemicrmnde sono caratt er icompesedraldnamel3dnghez
cm circa, engono generate in speciali tubi elettronici, detti klystron e
magnetron e tovano numerose applicazioni in particolare nel settore delle
comunicazioni, in meteorologia e nelle ricerche sulla struttura della materia.

La radiazione infrarossa (IR) viene rivelata soltanto dal calore che genera ed é
generalmente suddivisa in lontamedio e vicino infrarosso. Le lunghezze
ddébonda di guest a ¢ aGnmacanifreqgunenze sgmprese a n ot
tra 101e 104H z . Lédemi ssione infrarossa  ut
fisiche e nella ricerca per lo studio dei livelli enewataaionali.

La radiaziongisiblena | unghezze d6éonda comprese
campo  molto ristretto ri seetedmho al | &
gnetiche anche se € molto importante per gli esseri viventi considerato che

| & docperHa maggior parte di essi € sensilgjleeste radiazioni. La luce e

emessa dagli atomi quando i relativi elettroni compiono transizioni da uno stato
instabile allo stato fondament@eo(ind state

| raggi ultravioletti (del Sole, dei led)esmo invisibili e pericolosi per la vita

sulla terra. Le | oro | ungémmzQuellpral 6 onda

14
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venienti dal Solevengonoa s sor bi t i guasi compl et an
provocando la fonazime del | oz ono. Tal e assor bi me
vita sulla Terra perché le raahai ultraviolette, assorbite in grande quantita,
risultano letali. Quanto piu i raggi ultraviosettio ad alta frequenza tanto piu

sono dannosi per gl esseri vivent. i n
perché sono piu penetranti nei tessuti ma perché riescono a mandare in
risonanza i legami molecolari portandoli alla rottura. Recent siceliche
condotti con | odutilizzo di radiazione
sul DNA sono deleterie.

| raggi X, conlunglzez e dodéonda condplrnnsquindicoa 1 nm e
el evate frequen¥ZHz ce iz dodstednd enggia 3a 10
sufficiené a provocare transizioni di elettroni atomici piu interni e possono
penetrare nei tessuti biologici col conseguente danneggiamento delle cellule
viventi. Il loro diverso assorbimento ad operdessuti di diversa consistenza e

densita rende possibile il loro impiego in diagnostica medica (radiografie e
radioscopia). Vengono emessi da qualunque elemento chimico colpito da un
fascio di elettroni ad alta energia ma possono essere prodotti anche
artificialmente bombardando un campione di metallo pesante (in genere
tungsteno) con elettroni accelerati ad alte velocita.

I nfine i r a g gdhe sanopfodoti dngréaziogi anucleaiJed in

processi estremamente energeticilguaterazionira particelle appresentano

una radiazione elettromagnetica ad altissima frequenza, compré&sa 1@ 10

Hz e di conseguenzal i l unghezza d ) mmferdbr almo | t o
miliardesimo di millimetro. | fotoni che tosscono la radiazione possied

| 6energia pi%¥ alta c heettremagngii@sisgaggi as s ocC
gamma sono percio una radiazione che puo penetrare la materia in profondita e

che interagisce con essa secondo processi quantistici quali, in ordine crescente di

15
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energiafotl ®delf d tett it ioc o, Iprodeidioheditcoppie Co mp t «
elettronepositroneSonq ancheutilizzati in medicina per la cura dei tumori.

1.4 Interazione radiazione elettromagnetica materia

Le tecniche spettr osaono pssenhamente basaiei nd ag
S uintdra@ione tra la radiazione elettromagnetica con la materialgter la

minazione di proprieta fisiche e chimichédalh a | i s i dell a rispo
a tale perturbazione.

| pit comuni fenomeni ottici come la riflessione, la rifrazione e la diffusione

della luce non sono altro che manifestazioni su scala macroscopica delle
interazioni che si verificano a livello atone sukatomico tra la radiazione
elettromagnetica e la materia [2].

Nell a fisica c¢cl assi ca & drecontinugperacuid i un
definendo le condizioni iniziali del sistema e la legge del suo movimento, il
sistema assume tutti i pisdi valori di energia.

I n base alle teorie della meccanica q
degl i at omi e dell e molecole  quant.i z
esistere in determinati stati energetici. In altri termini un atomaonaoolecola

possono esistere in differenti stati elettronici ciascuno caratterizzato da una certa
configurazione elettronica. La configurazione a piu basso contenuto energetico
viene definita come livello elettronico fondamentale indicato generalmente co

S (Ground statda differenza di energia tra il livello elettronico fondamentale

ed il primo livello elettronico eccitator) (@ talmente elevata (1MO

Kcal/mole) che, a temperatura ambiente, le molecole e gli atomi tendeno ad

16
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cupare esclusivamente lo stato fondamentale. Il rapporto tra le molecole che
occupano lo stato fondamentlguelle ol occupano il primo stato eccitato

dato dalla tge di Boltzmann

— qQ 7 (1.7)

N1 numero delle molecole nello stato eccitagimulhero delle molecole nello

statof ondament al e, 'E differenza d-i ener g
mann(1.3808.023 JK1), T temperatura assoluta.

Quandouna radiazione elettromagnetica interagisce con la materia possono
verificarsi diversi fenomeni, pil 0 meno rapidindiecibili a due eventi: un

trasferimento di energia dalla radiazione alla materia (eccitazione) seguito da una

fase di rilassamento con completa rest
I trasferimento di ener gaavwiahaper f ot on
quanti un fotone cede tutta | a sua energi
(E=hgofyotdcane che <col pisce | d6atomo o | a
ocoesattamenteod il gap energeticoo che se
ed il livello elettronico eccitatcesimg | a tr ansi zi one del l o
mol ecola in uno stato eccitato  un ev

un atomo o di una molecola ed i meccanismi mediante i quali ritornano nel
rispettivo stato elettoni co f ondamentale sono ben r
diagramma di Jablonsky (fig.1.6).

Il n general e, nell a maggior parte dell
provoca una transizione dallo stato elettronico fondamebitalend statdi

singopet o ad wuno stato elettronij)clb eccit

termine singoletto  riferitoanphl o spi

17
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rallelo rispetto allospthe | | 6 el ettrone compagno nel | &
di tripletto é caratterizzato da spin paralleli degli elettroni.
Ldeccitazione segue |l a | egge di conser

con un fotone fa si che la molecola si potinaddei livelli vibrazionadccitati
corrispondenti ad utivello elettronicodella stessa molteplicita dello stato
fondamerdle (singolettsingoletto).In seguitosi hanno processi wel di
rilassamentattraverso i quali vie raggiungo il piu basso liveibrazionale di

guello stesso stato.

Rilassamento Vibrazionale

{<1012%)
' S
Conversione Interna
b (<10125) T,
Sl »
-
? Intersystem
Crossing T,
(1012 10r45)
Assorbimento
(1043g)
Flucrescenze Fluorescenza
(108 10r%) (12 10r2s)
hv' hy”
Intersystem
Crussing
(10-3-101s)
3
. |
2
Sg 1
0

Figura 1.6:Diagramma di Jablonskyli&llo di energia elettronica fondamental®. S
primo e secondo stati elettronici di singoletto eccitdtii primi due tripletti. Le linee
orizzontali pil marcate rappresentano gli stati elettrongtii @ceittre le linee sott#ip

presatano gli stati vibrazionalicitati che competono ai vari livelli elettronici.

Se la molecola si trova ad uno stato elettronico eccitato superi®@g (S
attraverso un processo chiamesoversione intermgoorta rapidamente allo
statodi singoletto piu basse & questa condizione la molecola puo tornare

18



Princpi generali di spettroscopia Capitolo 1

allostato fondamentale per via non radiativa o per via radiativa con emissione di
luce dettofluorescer(paocesso radiativo tra stati della stessa molteplicita). Il
processo non radiativo com@ort c he | 6 ener g dissipatacattas mul at
forma di calre.

Pud anche verificarsi che la molecola passi allo stato di tripletto pithbasso T
(intersystenossing In  questo caso, la molecola, per tornare allo stato
fondamentale, pu0o seguire due differenti cammini: il primo porta alla
disattivazione per via non radiativa, il secondo cammino, invemanda
effetto | demi.ssione di radiazi one

| n quest Giypadrla diosfaresagipracesso radiativo tra stati di diversa
molteplicita). Nella figura 1.6 sono riportati anche i techpesti per processi

sopra elencati: évidente che il passaggio dagli statb 31 allo stato
fondamentale e piu lento del decadimento da stati supericgi Bd@&i stati a

pil bassa energia di ciascuna molteplicita vivono abbastanza arluage p

luogo a processi di luminescenza o a reazioni fotochimiche.

S S, 1s

9

|
T+
HH

xspin= 0 xspin=
singoletto [Btfo

Figura 1.7:Stati elettronici e proprieta di spin
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Il n precedenza si ~ detto che mp@ate del
attraverso i processi non radiativi di conversione interna e pertanto il fotone
riemesso durante la fluorescenza possiede una energia minore rispetto al fotone
che ha determinato | deccitazione.

La minore energia dei fotoni emessi giustifica icfatta radiazioreenessa da

un campioneabbiauna frequenza minore od anche

maggiore rispetto alla radiazione di eccitazione.

1.5Effetti delle radiazioni elettromagnetiche sulle strutturebiologi-

che

Prima di procedere oltre in questo lavoro, € opportuno considerare in breve
quali effetti possono indure radiazionnella interazione con tessuti biologici.

Lo spettro elettromagnetico € suddivisibile in due grandi regioni:

- quella delle radiazionimmnizzanti

- quella delle radiazioni ionizzanti

Le radiazioni non ionizzanfNIR d a | | @b prhizengRadiatian
comprendono tutte le forme di energia radiante che interagendo con la materia
non producono ionizzazione del mezzo. Le NIR coprono la parte dello spettro
elettromagnetico riguardante ridiazione ottica (ultravioletta, visibile ed
infrarossp le microade e le radiofrequenze.

Le radiazioni elettromagnetiche ionizzanti sono in grado di produrre

modificazioni dello stato della materia che incontrano lungo il loro cammino sia

a livello atomiz sia a livello molecolare. Telé f et t o0 @ dené@ mi nat o
i n guanto | denergia ceduta dalle radie
di val enza che viene qui nldiconsequgnzal so da
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S i crea una coppia di Il oni : da wuna p
| at omo, ione positivo.

Le radiazioni elettromagnetiche ionizz
Gl i effettdi bi ol ogi ci del | entensdadei a zi on

dalla frequenza della radiazione oltre che dalle modalita e dal tempo di
esposizione: si suddividono in effetti termici ed effetti non termici [4]. | primi
sono dovut.i alla conversione di parte
in cabre con conseguente innalzamento della tempeaiooaeca. Gli efté

non termici sono sussegueaka fase di rilassamento delle molecole e/o degli

atomi.

Gli effetti biologici per esposizione alle radiofrequenze e microonde sono
prevalentemente diatura termica. In condizioni controllate questi effetti
vengono utilizzati a scopo terapeutico per riscaldare in p@foreksuti e

stimolare determate reazioni fisiologiche utili nel trattamento, ad esempio, di
affezioni muscols c hel et ri che. Loeffetto di ri s
dal | 0i perter mi a, trattamento coadi uva
oncologia. Infatti anche un debalealzamento di temperatura di un tessuto ne
aumenta apprezzabilmente la radiosensibilita permettendo in tal modo una
riduzione della dose.

Le potenze in gioco vanno da qualche decina di watt (ortopedia) fino a 500 W
(ipertermia oncologica).

La conversiondella potenza elettromagnetica in effetto termico puo interessare

| i ntero organi smo oppur e s aso,gperl i tes
potenze superiori al K2, si puo affaticare il sistema cardiovascolare e
respiratorio. Nel secondo caso i tegsatiati possono subire un incremento di
temperatura non tollerabile col pericolo di indurre danni abdpaXel caso

degl i espositione troppom@oltmg a a potenze/mdel |l dor
0 superiori puo produrre cataratta.
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La radiazione ottica si estende&€ dall 6i
corrisponde al confine tra radiazione nonzZanie e radiazione ionizzante.

| fotoni del visibile e delldultravioletto
grado di produrre nei tessuti trasformazioni fotochimiche il cui nupended
direttamente dal n u mesitadellaradiaziong [4.ni e qu
Come si é detto iprecedenzaa radiazione UZ (200 290 nm), la piu
energetica e quindipi 2 peri col osa, viene filtrat
raggiunge la superficie terrestre.

Le radiazioni UNB (280 320 nm) e UVA (320 400 nm) sono meno
energetiche ma possopenetrare la cute fino al derma danneggiandbail

g e n eslas@na.lPdmuovono il processo diunaaione della melanina cie,
dimostra eun forte assorbitore di radiazione UV con funzionetpveteella

cute. Tuttavial raggi UV sono ritenugsponsabili di tumori delpelle quali il
carcinomaasaellulareil carcinoma a cellule squamose ed il melanoma, della
denaturazione delle proteine e quindi inattivazione degli enzimi, possibili danni a
livello di DNA, inibizione della divisione cetkjl@roduzione di radicali liberi.
Loeffetto biologico della radiazione I
con produzione di arrossamenti, crescita della pigmentazione ed eventuali

ugsi oni . Ldorganoo verladnend ki oadifeasiticchh& n e
troppo elevate (ordine della decina di W)cen possono avere danni alla
cornea, allodoiride, al cristallino ed a
Le radiazioni elettromagnetiche ionizzanti come i raggi X ed i raggi gamma
possono rompere i legami chimici delleeawde dando luogo a molecole molto

reattive dal punto di vista biochimico. Queste ultime molecole possono causare
danni ril evant. al sistema biologico.
essere letale: distruzione della doppia elica del DNA cloe iedori di

replicazione cellulare e quindi insorgenza di tumori.
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Capitolo2

Tecniche spettroscopicheapplicate in biologia

2.1Introduzione

La spettroscopia € un potente strumento per studiare i sistemi biologici e,
spesso, fornisce met odi per | danal i si
biologico come le proteine, gli acidi nucleici e i metaboliti. Pud fornire
informazioni dettagliate sullruttura e sui meccanismi di azione delle
molecole.

Una data tecnica spettroscopica sara adatta a studiare alcuni composti o specie
chimiche ma non sara utile per investigare su altri compmsti. val ut ar e |
di una tecnica spettroscopiaieessario conoscerne i limdipela sensibilita,

la selettivit& la risoluzione.

| campioni biologici contengono un gran numero di composti in concentrazioni

che variano dalle gimle molecole a concentrazre | | or di ne del | e
Percio, e utileonsiderare la sensibilita di una tecnica spettroscopica, cioe la
capacita di rivelargiccole quantitao concentrazioni di un composto e la
selettivita cioé la capacita di distinguere differenti composti (risoluzione
spaziale)ln genere la sensibilitdlee selettivita di una tecnica spettroscopica
sono caratteristiche dell dapparato spe
| metodic ar atterizzat.i d a un dndivideazianedia s en s
piccole concentraziodi una specie chimica. Attualmemietodi piu sensibili
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consentono | 6osservazione di singol e
spettrometria di assa).

La selettivita permette di itiinare e caratterizzanaa data specie chimica in
presenza di altre, ma potrebbppresentare una limitazione nel caso in cui
poche specie chimiche possono esseréalualis.

In questo capitolo verranno descistiéo alcunedelletecniche dspettrosopia

che trovan@pplicazione in campo biologj6ép

2.2 Biocristallografiaa raggi X

La scperta dei raggi X da parte dinR@r{18451923)nel 1895, sequitalth
dimostrazionael 1911kchevengono diffratti da pa&tdella materia condensata

haposto le basi per lo sviluppo della cristallografia.

In particolared biocristallografia € una tecnica sperimentale che permette di
determinare la disposizione nello spdemli atomi di cui sono costituite le
macromolecole biologiche, siano esse proteine, zuccheri, DNA o addirittura
virus.La prima struttura cristallografica osservatpdila déd mioglobina di

capodoglio nel 1958.6 us o di g uest astato eesonpossilale i n b i
grazie allo sviluppo di tecni cente per |
e di rivelatori di raggi X.

Ldanal i si cristallografica tramite dif
una speciale forma di miagsa. Né caso della microscopia ottica, Il
canpione, per esempio una cellaldluminato an radiazionelettromagnetica
nellabanda del visibile a lunghez d o6 onda adapattielaria r i so
consideratfini a livello microscopico (il nucleo di unautaelha dimensioni

caratteri sti ch eladseluziorée dimurdnicnoscopibiotticb® O n m)
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limitatad al | a | unghezza ddédonda della radia
essere risolte distanze che sono inferiori in maniera significativa alla lunghezza
ddonda del |l a r adi az Aleontario;craggi Xaparteu mi n a |
nenti alla zona delkpettro elettromagneticoconlghezze ddonda pr
1A, permettono di risolvere i gimli atomi di una macromolecolasttattura a
tomicadiunasmacr omol ecol a  caratterizzata d
d eA) individuandone la posizen con una erdinedii0ddinene del

contesto della struttura tridimenslenper esempio di una proteifia [

2.2.1Diffrazione dei raggi X

| raggi X sono prodotti dal frenamento in un materiale pe&argdo o
anticatodo}i elettroni accelerati da d.dypesiori a qualche migliaio dvl/

oppure quando un elettrone compie una transizione verso uno dei livelli
energetici piu interni di un atomo.

La diffrazione di raggi X da parte di cristalligzbte una delle tecnéch
utilizzateper determinara struttura tridinresionale di una proteina.

Quando un fasciodia g g i X di | & inviptose anzcampidn@ din d a K
proteina una parte del fascio lo attraverszapiccolafrazione viene diffusa

dagli atomi del campione. Piu precisamente, gli elettroni che circondano ogni
singolo nucleo si comportano come dipoli oscillanti, emettendo radiazione

el ettromagnetica di |l unghezza ddonda Kk
comporta come ugistema tridimensionale di sorgenti coerenti e nello spazio

circostante si osserva | d0dinterferenza
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Braggdimostro che la dispersione dei raggi X da un cristallo puo essere descritta
come la dispersione dei raggi X da parte di piani paralleli passanti per gli atomi,

le cui tracce sono dette pianicadtri separati da una distanza d.
Undondahepncideh@ar mando | dangolo G (angol
insieme di piani reticolari distanti d, vede la serie di atomi, uno per piano
reticolare, che appartengono ad una retta perpendicolare ai piani retieelari, ¢

un reticolo unidimensionale (figura 2.1).

d

Fig.2.1:Diffrazione dei raggi X

Secondo la legge di Bragg, si ha interferenza costruttiva quando

2dsenkG =£883m é (2.1)

Per angoli diverd fascio risultattenuatam soppressoacaute | | 6i nt er f er
distruttiva.Poiché i raggi X interagiscono esclusivamente con gli elettroni nella
materia, ma non con i nuclei, la determinazione di una struttura tridimensionale
medi ante diffrazione dtribuziomegngllo spazio | 6 i
degl i el ettroni del | doggetto i n esame.
La radiazione diffusa da ogni piano avra una fase differente in quanto ogni onda

ha percorso un diverso cammino ott8enza entrare in merito nei dettagli, si
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puo dire cheudla basalel patterrdi diffrazione ottenutdalla diffusione dei

raggi X da p& della nuvola elettronickegli atomi o delle molecole nel

cristallo, si puo ricostruirenf@ppa ddensita elettroniade fornisce lenmagi

ni

del | e mol ecol e

Il ngrandi te

cCirca C

costruisce un modello della proteina che viene progressivamente affinato per

ottenere

Lderror e

uttoré atecolare.a t

medi o che

a

S i

stru

pu, aOBAfBle sul |l e

| raggi X diffratti possono esseegistratmediante@pportuni rivelatoriSe si fa

ruotare il cristallo inn fascio di raggi X, la figura di diffrazione sara costituita

da

una

s er iirgensdaiD a mh 6 a n ml er "ddbe naatchiecdo mp u t

diffrazioneviene ricostruita la densita elettronica che riflette la struttura della

molecolaln figura (2.2 ~  r i

dei raggX.

Cristallo
di proteina

Raggio
diffratto

Fascio di

portato

raggi-X

Rivelatore
Goniometro per il

controllo dell-orientazione
del cristallo

Fig.2.2Sc h e ma

sifraziene a

uno

per

Immagine di diffrazione

d epkrlidifiraziore dei raggi K

Per effettuare una buona indagine cristallogeafieeessiar ottenere dei buoni

cristalli partendo, per esempio, da una soluzione di proteina pura. La proteina
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comincia a cristallizzare a causa del |l
permettere alle molecole delle proteine di interagire fra loro, formando i cristalli.

La presenza di prine cordminanti costituisce un limger la ealzzazione di

buoni cristalli. Infatti, gr ottenere buoni cristaliono richieste purea ed
omogeneita del campioh& diffrazione ai raggi X richied®oltre,cristalli di

adeguate dimensioni 31 00 OQm) e con un el evato
guestoul ti mo det e tramicheaitcamdadoal hucleou mer o d i
Il vantaggio di usare un cristallo consiste nella possibilita di ottenere intensita
della radiazione diffratta piu elevate perghéavistallo contiene dald18106

molecole digoste nella stessa orientazionpeetanto, 1 raggi X diffratti si
sommaoinfaseefann® 3 ¢ h e | dgnaletdiediffrazione sia misutabi s e

le rispetto al rumore di fondo.

Uno dei limiti diguesta tecnica € rappresentato dal fattonchetutte le

proteine cristallizzano e, dunque, non soomessibili a questa tecnica.

Un diternativa a questo problema e rappreseiaiglicesperimenti di scattering

dei raggi X a piccolo e a grande angtall(Angle X Ray Scattering, Wide Angle

X Ray Scattering, SAMAXS) da aggregati macromolecolan wristallini per

studiare lanateria soffice non condensata.

La risoluzione della cristallografia a raggi X & espresspitinpiccolo sara

guesto valorpiu elevata satarisoluzionee quindi maggiori i dettaghserva

bili. La risoluzion®ttenibile comquesta tecnicau piccole molecole organiche e

di circa 1A ed & limitata solo dal grado di disordine dei cristalli proteici.

Un i nc onv einconran quandocsinudlizzand i ragge Xhe questa
radiazione, avendona | ungh e z daah ad duwmddean epigd cao e | ¢
potrebbe danneggiare la proteina. Percio, i csstalliraffreddati fino &

150°C §].
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2.2.2 Applicazioni della cristallografia a raggi X in biologia

La crigallografia a raggi X ha dato importanti contributi nei campi della
mineralogia e della chimica.

Il n seguit o, quedta {eqnitai stata 29tesanadla biologialle
medicina, quando i cristallografi hanno scoperto che il materiale biologico, come
le proteine o il DNA, poteva essere cristallizzato. Le molecole che compongono
gli organismi viventi possono cristallizzare, cioe disporsi in ragdiare
(periodicg nello spazid. cristalli di macromolecole biologiche contengono una
guantita significativa di solvente variabile tra il 40% e il 70%eBter rqgione

I cristalli norpossono essere tolti dalla soluzione in cui sono cresciuti.

La diffrazione dei raggi X sui cristalli di proteina permette di conoscerne la
struttura tridimensionale e, quindi, la loro funzione.

Tra il 1920 ed il 1960 la cristallografia ha permessa\wdirela struttura di

diverse molecole biologiche come il colestél®r) la penicilling1946) la
vitamina B121956 | 0 i(1®&ul i n a

La cristallografia a raggi X si € rivelata uno strumento utile anchmpan ca
farmaceutico per la realizzazidneuovi farmaci.

Infatti, per sviluppare un farmaco controdeterminatdatterio o un virus, é
necessario individuare una molecola capace di bloccare le proteine coinvolte
nel |l dattacco asi Haanacmdbstenzh dellastmugmeasa S e
della proteina, e possibileardarmaci che si legano ai siti attivi della proteina

e ne disattivano la funzione dannosa.
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2.3Spettroscopia Raman

Negli ultimi anni la spettroscopia Raman, tradizionalmente impiegata nel campo
del |l 6analisi dei manufatti artistici,
non invasivee non distruttivgp e r | deiatessulparchd utilizza sgenti

laser a l&sa intensit@d, dunque, € adatta per effettuare mismieo L 6 e | ev at a
selettivita di questa tecnica permette di identificare specie chimiche differenti
nella struttura molecolare e non solo nella composizione.

Gli spettri Ramanconsentono di individuare variazioni nella struttura

bi ochimica dei tessut i dovute a proces
tessuti maggiormee investigati e la pelle [9].

Infatti,| 0 i c base dadudsta tecrécahela progressione di molte patologie

causa una variazione nel contenuto molecolare delle cellule che da luogo ad un
diverso pattern di segnali, che € in grado di mettere in evidenza la presenza o la
variazione nel contenuto di una delle componenti moledelacampione
analizzato

La spettroscopia Raman rappresenta uno strumento alterfatnsnaanza
magnetica nucleatdile per condurre studi sulle molecole rilevanti dal punto di
vistamedico e farmaceutico. Sia i Biologi sia i Chimici usano questa tecnica per
identificare i composti chimici, i loro gruppi funzionali e per determinare la
conformazione delle biomolecole complesse, come le protdimNéd Per

esempio, e stata applcatlo studiaella struttura secondaria delle proteine e

delle variazioni conformazionali nelle protaweiteallo stress.
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2.3.1Considerazioni di base

La tecnicaRamansfrutta un fenomeno fisico scopertel 1928 dal fisico

indianoe premio Nobel Chandrasekhara VenkRi@man(18881970) Egli

scopri che una piccola parte della radiazione diffusa da certe molecole aveva
energia diversa daeatfja della diazione incidente e che la differenza di energia

era legatalla struttura chimica delle molecole responsabili della diffusione.

Il principio su cui si basa la tecnica Raman é la diffusione di una radiazione
monocromaticancidente sul campion€onsidelado | 6i nt er azi one
materia in termini di particelle, possiamo pensare ad una collisione tra i fotoni e

le molecole che costituiscono il campione.

Si possono presentare due casi:

1) - Se la diffusione avviene per interazione elastica, ciodrasfiereento

netto di energia, i fotoni diffusi hanno la stessa energia di quelli incidenti; questo
fenomeno  noto come diffusione Rayl ei
2)-Se |l a diffusione | a consegGenpa di
trasferimento di energia tra il fotone incidente e la moledwldo sicattering

Raman, che avviene su un numero limitato di eventi, circef [16J. 10

Sia nelle interazioni elastiche che generano la diffusione Rayleigh sia in quelle
anelastiol si pud immaginare che le molecole colpite passino ad uno stato
intermedio virtual® pPda cui decadonemettendo fotoni.

Considerando lo scattering Raman come un urto anelastico tra un fotone di

e n e r gdoraunanpolecola in un livello di energidfig.2.3 si hanno due

possibilita:

1)-Acausadellacalli one, il f oet noenregmoterd & PQuedlao h a u
del fotoneincidente e la molecola passeran liveth di energi@iu elevato E

tale che
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bw, V-1
T,ws 'F.u,)i Stol;es_
radiation
E.
Ej
a) b)

Figura 2.3 Diagramma schematico del diagramma dei livelli nello scattering

Raman. Urto di un fotone con una molecola nel livél).H fotone diffu

soha energia minore di quello incidente |(l)tdne diffuso ha energia mag
giore di quello incidente)] v indica il livello virtuale [11].

R (f@P) = Ef 0E>0 (2.2)

2) - Se la molecola si trova in uno stato vibrazionale eccitato, il fotone incidente
R pPpotrebbe guadagnare eneeg e i | f ot oenegiaRBdiuf uso a\

grande di quella del fotone incidente, tale che

R B=Eid Ei+ Rip (2.3)

La differenza di energia si manifesta come energia vibrazionale, rotazionale o
elettronica della molec§ld].

In maniera piu rigorosai puo dire chéo scatteringRaman ha origine da
variazioni della polarizzabilita delle molecole indotte da quasi particelle (fononi
ottici, plasmoni,e c ci t az i o n iNell® desdrizione guaAnéséch,. le

vibrazioni delle molecole sono quantizzate edépso di scatteringnéerpreta
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to come | a creazione o | dannichilazion
da parte dei fotoni.

In questo caso la geometria dello scajtérideterminata dalla conservazione

della gantita di moto (fig.2)4

R RRY
Ri = Rs R:I (24)
nk, 5]
?
hKy
Figura 2.4:Conservazione del momento per un processo di scattering con generazione di un
fononek,ksgsono i vettori doéonda rispettivamente

del fonone [12].

Gli indici i ed s si riferiscono rispettieante alla radiazione incideatdiffusa;

il segno + si riferiscalla emissione del fotone, il segr!| | 6 assor bi ment
fotone. Ldenergia della radiazione di:
guella della radiazione incideateeconda che duasi particella sia assorbita o

emessa. Nel primo caso si ha lo scatteringSfukies, nel secondo si ha lo
scattering Stokes.

Una vibrazione puo contribuirdoakcattering Raman solo iseluce una

vaiazione nella polarizzabilita. virtu di questeconsiderazioni, lo spettro

Raman di una molecola sara caratterizzato da tre tipi di segnali:
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la radiazione Rayleigh che é la piu intensespettoo ed ha lstessa energia e

| a stessa |l unghezza diGegmldcarrispondehtialler adi a
| i nee St okes pailsdgrali corrispondermtiralle ineeg)Anti Stokes

all a f Hpgl@lenza P

LAintensit”™ difrequenaa StokesccAati SPokaterminaal | a

dalla popolazione del livello ineig, dal | di nt e n scidantel, d e | f a
e dal |l a s g(@if)perendrdndiziond RamaD®EE:):

|s= Ni(E)DLiC )L (2.5)
La densit™ di p o p @b seque l@diseibuzadnd ddBolqg ui | i br
tzmann:
%HE -CA— (2.6)
con . B .

nella qualg sono i pesi statistici che dipendono dallo stato vibrazionale v, dallo
stato rotazionale caratterizzato dal numero quanticoejla funzione di

partizione

CA™

~

ed étale che si3 . OF
Nel caso di radiazione Stokes lo stato iniziale delle molecole potrebbe essere lo

stato vibrazionale fondamentale, mamteaso della radiazione Afifokes le
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molecole si trovano in uno stato vibrazionale eccitato. Poiché la densita di
popol azione  pi%¥% batgale linee iAnti Stokessd | | e
minoredi quella delle linee Stokes.

Sipuod mostrare che |l a sezione ddurto p
seguente formula

0 00 H o0 O G

A EO [ B (2.7)

in cui e ed es sono i versori che caratterizzano la polarizzazione del fascio
incidente e di quello diffuso rispettivamente.

La sezione dourto di scattering dipen
polarizzabilita (tensore di rango due) e dalla frequesczételing

La sommatoria si estende su tutti i livelli molecolari j accessibili attraverso
transizioni ad un fotone dallo stato i.

Le sezioni ddurto per il processo di
piccol e datl dmd quind iisgnali Rdman sono molto deboli.

Infatti, dei 16- 1 fotoni incidenti, solo uno bisce lo scattering Raman [11].

Undal t er n a tusavealoscatterigguRamdn aRisqd@®}, in cui la
frequenza del f Lac@ncideocondai fregaea diiutosstato one P
eccitato dell danalita. I n gqguesta modo
considerevole ed il segnale Raman € incrementato di un fattéfe 10

Nello scattering Ram&hsonante solo alcuni modi vibrazionali sono rafforzati,

qgui ndi scegliendo opportunamente | a | u
diare solo i modi vibrazionali di interesse biologico. Per i campioni biologici &
opportuno utilizzare deéazione lasael vicino infrebsso rispetto ai laser ahe
mettono nell dultravioletto in quanto (

fluorescenza che rende il segnale Raman difficile da. tiaetpettroscopida
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manRisonante e stata applicata in biologia per sondare la distribuzione a livello
mol ecol ar e del | demogl opanasiteaa[10]alh lu® i nt er n
esperimento Ramasi misura la differenza tra la frequeteida radiazione

diffusa e la frequenza della radiazione incidente. In Zi§uwamostratoun

esempio dapparato sperimentalélizzato pe osservare lo scating Raman

mentre in figura 2\@ene riportatols pet t r o car atteristico

Filter

1T}

HURERBITENa

Mirror v CCD

Detector

Figura 2.5:Schema di spettrometro Raman. Il filtro rimuove la componente
della radiazione diffusa elasticamente.

RAYLEIGH
gi;
RAMAN RAMAN
(STOKES) (ANTI- STOKES)
\)0 - ‘)v VD"'V’V

FREQUENCY,V

Figura 2.6:Spettro caratteristico effetto Raman
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Le informazioni che si possono ottenere dallo spettro Rihraaa molecola
derivano principalmente dalle linee Stokes che sono legate ai gruppi funzionali
delle molecole del campione ed ai loro modi di vibrazione e sono sfruttate a sco
po diagnost i c o qualgativadei éonpnodsit vi i dpuntErs eonnt e
del campione

Le righe AntiStokes hanno intensita molto basse per poter essere rivelate e

sono utilizzate solo per stimare la temperatura del campione in base al rapporto

con | dintensit? dell e Il inee Stokes.
I nformazione sul campione perch® nel
di energia.

24 Risonanza Magnetica Nucleare (NMR)

La spettroscopia di risonanza magnetica nusfastta la differenza di energia
che i vari stati di spinucleare possono assumerg@rigsenza di un campo
magnetico e puo fornire numerose informazioni sulla struttura di molecole
organiche.

Dalla meccanica quantistica risultaleghemento angolare di spin dinucleo

€ quantizzatoll numero quantico di gpivettoriale si indica cdne il suo

modulo & quantizzatovale

I=)) pi (2.8)
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Il valore di | vale multipli dispari dipér nuclei che possiedomoe numero di

massa A dispafl/2 pertH,13C19%; 3/2 pertiB23Na)e vale multipli interi di 1

per nuclei che possiedono numero di massa parica nucleare dispari.

Invece, i nuclei con numero di massagoaan carica nucleare pari non hanno
momento angolare di spin.

Con la spettroscopia a NMR si possono osservare solo gli atomi
magneticamente attivi, cioé aventi momento dirgmileare non nulld.a
teoriaquanti stica richiede che sia quant.
del vettore momento amigre di spin e questo vettgred assumergl+1

oriertazioni definite dal numero quantico di spin m. QQuesmero puo

assumere valori-l, -1+1 , , I€, I. Per ogni orientazione m rappresenta la
componente del vettore | l ungo | dasse
I= mi (29)

Poiché il nucleo possiede una carica elettriti@gdsmoto di rotazione del

nucleo intorno al suo asse produce un momento magnetico:

Q =Qlg=l & (2.10)

i n géulimag@etone nucleg®050824*100 "Y e g e ySOAo costanti
caratteristiche dette rispettivamente fattongctpare e rapporgpromagnetico.

Il rapportogiromagnetico é una caratteristica intrinseca del nucleo e @0 esser

solo misurato ma non previsto teoricamente

Il nucleo di idrogentH i | nucl eo pi % usato per |
giromagnetico piu elevato di tutti i nuclei stabili ed ablzandatopica del

100%. Un altro nucleo utile in biologia €1C; il 13 ha un rapporto

gi romagneti co ilthniae molto presenta negsisterhil o del | 0
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biologici. Gli isotopi pitmp or t ant i p e¥N, | 1Dl dil i¥oderohg i sono
possono essere sostituitdi con | di droge
La proporzionalita tra momento magnetico e momento di spin vale anche per le

loroc o mponent i ,domersguo osdedaaesdalla figara[23:
Q= la= nta (211)
\ m= -1/2
By e By stato 3 By
U orientazione "antiparallela”
K, (a maggiore energia)
m= +1/2 1l H,
stato o —
orientazione "parallela”
(a minore energia)

Figura 2.7 vettori dimomento magnetico e momento di spin e
ri spettive componenti Jlungol dasse z

| nuclei dotati di momento magnetico si possono visualizzare come aghi
magnetici, capaci di orientarsi in un campo magnetico &sterno

Secondo la meccanica quantistica un nucleo di spin ¥2 pud assumere rispetto ad

un campaostantdB due direzioni, una parall@he chiamiame t a eloé al)

tra antiparallela B (che chiamiame t a t lo figdvd 28 sono riportate le

orientazioni dei dueast i & e A in un campo magneti ¢
Lobenergia di un nucleo i n un campo n

momento magnetico e campo magnetico esterno:

E= OB= &lB (212)
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Figura 28: Orientazione degli stati di spin di un nucleo di spin ¥ in un campo magnetico

Lu n g o zldé easm enaginco:
E= QB= mat B (213
e, quindi, la differenza di energia tra i duedstgtin e

«E=at B (214)

In assenza di campo magnetico i due staihdseno degeneri cioé hanno la
stessaenergia; se si applica tampo magnetico esterno i due stati sono
caratterizzati da energie divem®e si puo osservare nella figu@dr2 questo
caso | o stato mnoass umd Iu)n(”setraetrogi,&a e,

spettroscopia sfrutta il passaggionucled r a glA. stati & e
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Bol B(’J2 BO

Figura 29: Livelli energetici degli stati di spin nucleare in presenza di un campo magnetico

La differenza di energia tra i due stati & direttamente proporzionale alla intensita
del campelettromagnetico estereo \a  a

La pesenza del campo magnetico e talé chelei oltre a ruotare intorno al
proprio asse, descrivano un moto di precessiomaardbcampo magnetico

applicato conna frequenza detta frequenza di Larmour
Q= B/ 23 (215)
Fornendo energia al sistema sotto forma di radiazione elettromagnetica alla
frequenza di Larmour della particella in esame, si inducwidna tra due
stati di spinLa condizione di risonandata da
B=h ¢ @ (2.16)
Questa condizione si ottiesia variando la frequenza della zahaincidente

si a | del ncamponapplicatt.segnale di RM risulta dalla differenza tra

| 6energia assor bi ta gzmnedalwstatoenergegicer ef f
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inferiore a quello superiore  ener gi a che essi emetton
ndla transizione di ritorno attandizione di equilibrio []L3

La differenzadispin ENNAgenera nel |l 6insi eme degl.
di magnetizzazionk!, dato dalla somma vettoriale dei momenti magnetici
associati ai singoli nuclehe precede intornoBy alla frequenza di Larmor

come Bpuo ossere nella figura 2.10.

Figura 2.10Precessione del vettore di magnetizzakiatiaun
insieme di spin nucleari intorno ad un campo sBatico

SeBp orientato lungo | dasse z,: |l e compc

M=M e Mq=0 2.7)

Infatti, in condizioni di equilibrio &>NA e potendo i singoli momenti
magnetici assumere solo due orientazioni rispetto al campo magnetico applicato,
il vettore di magnetizzazione macroscadiaasultera parallelo alla direzione

del campo magnetico applicato.

42



Tecniche spettroscopiche applicate in biologia Capitolo 2

Invece, a causa dello sfasamento dei simgoienti magneticiurante il moto

di precessione intorndg, la somma delle loro componenti perpendicdBari a
risultanulla.

Per diversi nuclda condizione di risonanza si ottieneduéerenti valori del
rapportocampo/frequenza in corrispondenza dei quali si verifieasombi

mento dell denergia assor.bita dalla rad
La radiazione elettromagnetica puo essere applicata sottoponendo gli spin ad un
campo magnetidd,, oscillante su un pianenpendicolare Bo. La risonama €

indotta inviando un impulsa radio frequenza, cioé applicando il campo
magneticd: per un tempo definito. Si utilizzano impulsi bdwlia durata dei
microsecongie molto potenti in modo da eccitare simultaneameniclei
magreticamente attivi del campiolreguesta maniera si induce una coerenza

di fase nel moto di precessione dei nuclei intorno alla direZBaneiag inu-

clei precedono tutti con la stessa fase ed a livello macroscopico si ha la
comparsa dina componente trasversale della magnetizzazione.

Il campoB: interagisce con la magnetizzazine causana variazione della

sua orientazione rispettoBa. Quando | dapplicazione de
magnetizzazione continua a precedere intoBapcambiando nel tempgo G a n

golo di precessione finocrt ar e al | equi l i brio [14

Nel suo moto di ritorno all dequilibrio
in una bobina ricevente un segnale elettrai@agchiamato segnale di
decadi ment o | i bFee mduétibnDESayratthaliluh segnaleg | e s e
(fig. 2.1) dipendente dal tempo che fornisce informazioni sulla dinamica con

cuilamagneti zzazi one torna all dequilibrio
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o8 1
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04 4
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02+ -

Segnale (unita' arbitrarie)

06+ -

X L L . n
0'80 100 200 300 400 500

t{(10"s)

Figura 2.11Esempio di FID (Free Induction Decay)

'l ritorno all dequilibrio aveviiene con
T1 (tempo di rilassamento longitudinale) indica la costante di tempo con la quale

la componente Mt or na al |l dequilibrio e misura
scambi ano | 6energia assorbita dalla radi
vicine. T2 (tempo di rilassamento trasversale) é la costante di tempo con la quale

la componente trasversalg®™Mor na a zer o. Essa misur a
spin perdono la coerenza di fase indotta ned lmoti di precessione

d aitngduldoa radiofrequenza4jl

La figura 22 mostra lo schema a blocchi di uno spettrometro NMR; esso
consste di un magnetelr@ii centro si trova una sonda (probe), sdirrata

nella figura 23 nella qualsi inseriscé campione.
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Sorgente R.F. > Rlcev1t01e R.E.
Probe ‘
Campione ‘
Amphhcatore i
—« ------- ﬁ
Alimentazione i
Scansione E
A i
:— ——— e - - - - ———— - - y

Figura 2.125chema a blocchi di uno spettrometro NMR [13]

Trasmettitore
RF. IRlceVltore
R.F.
Magnete

Magnete

Variatore del
campo magnetico

\\a,

Figura 2.B: Particolare dia disposizione delagnetejel tra
smettitore e deicevitore in R.F.

Un generatore invia al campione una radiazione a radio frequenza mediante una
bobina ortogonale al campo magnetico principale, mentre una bobina ricevitrice,
ortogonale adntrambi misura la tensione indotta dalla variazione di magnetizza

zione nella condizione di risonanza. Dal ricevitore il segnale e inviato ad un

amplificatore e, quindi, ad un computer [13].
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2.41Sensibilita dellaNMR

La differenza di energia tra i due stati di spin € molto piccola rispetto a quelle in
gioco nella spettroscopia UV e IR, percio le frequenze usate sono molto minori
del | ddeirMiHz, met campo delle radlio d e mentre nell 6l R
| unghezze do6onda sdoen d Oroirsdp entet idvea meQm e
Se |l a differenza tra gli stati di ener
Nand | o ssaramotio sinile agu | o dei nucleame nel | o

consguenza della legge di Boltzmann

N,/N | = exp €3E/KT) (2.B8)

con! E<<kT.

Per queste ragioni, ~ rddiafiohd. Cid digeifica i v el &
che le concentrazioni delle specie da osservare devono essere relativamente
elevate. La sensibilita di rivelazione dipende dalle caratteristiche deiosuclei da
servare e dalla loro abbondanza naturale.

In generale, lsensibilita della risonanzagnetta nucleare &€ molto bassa. Infat

t i, se | nucl ei nell o stato a@ assorbor
stato A emett on etimblasatepassano@l sfate mi ssi one
Ldassor bi me n ore elettemagretica dipendeadalipiacalo eccesso
dinucleinellosta® r i spetto a quel | nell o stat
Dall e relazioni ( 2. MEL KT, la sefjsibilitaldBquesta e | | 0 i

tecnica e data dalla relazione:

e — (2.19)
La sensibilit?n aumenta all daument are
catoe , quindi , all daumentare dell a di ffe
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Inoltre, i nuclecon un rapporto giromagnetietevato sono piu sensibili dei

nuclei con umapporto giromagnetico piu basso.

2.42 Spostamento chimico

[ campo magnetico esterno induce un
della nube elettronicgzhe circonda i nuclei. Questo movimento geuera
campo magnetico che alldinterno dell a
magnetico applicato (il nucleo e schermato), mentre intorno alla nube elettronica

si somma al campo applicato (il hucleo e desche(iiga2o) 3.

Figura 2.14 La nubeelettronica genera proprio campo magnetico opposto
al campo magnetico applicato all dinterno ¢
nube.

La differente densita elettronica in prossimita di nuclei di uno stesso elemento e
tale che a parita di frequenza della radiazione incidente, nuclei chimicamente
diversi risuonano a frequenze leggermente diverse.

Quindi, i nuclei circondati da una densigttronica elevata risuonano a

frequenze inferiori rispetto a quelli circondatindabassa densita elettronica.
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La frequenza di risonanza dei nuclei e atdlegjla stittura chimica della

molecola.

Loeffetto di schermo  proporzional e a
ma la variazione della fuegza di risonanza & osserviatipendentemente

dalla intensita del campo magnetico esterno.

| nf affetta di schertne pud essere espressne una variazione relativa

della frequenzai risonanzaispetto ad una frequendiariferimentoe, qundi il

0 chemichshifto & dato da:

1T —pTm (2.2)

in cuiqer € la frequenzdel composto standage la frequenza di risonanza. Lo
spostamento amico € misurato in unita di pgver milione (ppm). |l fattore

1® e necessario perché gli spostamenti chimici sono molto inferiori rispetto alla
frequenza di risonanza. Il composto di riferimento generalmente usato e il
Trimetilsano (TMS)o spostamento chimico dei nuclei nelle proteine dovrebbe
fornire informazioni dla struttura delle proteine, anche se gli spostamenti

chimici da soli non sono sufficienti eedguesto tipo di informazione [6].

2.43 Applicazioni in biologia della NMR

La spettroscopia di risonanza magneiicdeare si € rivelaimo strumento
utile per i biologper la comprensione e la determinazione delle sttudire

mensionali delle proteine e degli acidi nucleici perché permette di studiare queste
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macromolecole in soluzioh& conoscenza della struttura delle macromolecole

in soluzione & importante se si pensa che i fluidi biologici come la satifa, i s

gastrici e il sangue sosmuzioni proteichen cui le proteine svolgono la loro

funzione biologicdnoltre, lo studio del campione in soluzione da la possibilita

di variare alcuni parametri che caratterizzano le soluzioni, come la temperatura o

il pH, in modo da simulare un determinato fluidmgiob.

Oppure si possono effettuare studi sui campioni in condizioni estreme, non
biologiche, per studiare effetti come la denaturazdordifferenza della
cristallografia a ragagi X che per met
tridimensionale dellgroteine, & NMR non richiede leristallizzazione delle

proteine cosa difficile da ottenere e, quipdd essere una metodologia
disponibile per il loro studio.

Un grosso vant agg.i tateahiealallo&tadm pdlle cellaleé o n e
rappreseiato dal non invasivitaperché non causa una perturbazione

del | dambi ent,e utite edr studibrairsistemi cellelariani aondiz

prossime a quelle naturabj|

Undul teriore applicazione del ledicori sona
in quanto fornisce immagini molto buone dei tessuti ed € in grado di distinguere

tra i vari tipi di tessutd protoni sono i nuclei principali utilizzati plescrt

minare i variessuti in quanto questtimi contengono diverse quantita di acqua

e, quindi, la densita dei protoni vdre.densita dei protoni & utilizzata per

ricostruire lemmagini [6].
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Capitolo 3
La tecnica di pompa esonda

3.1 Considerazioni generali

Lo studio delle reazioni chimiche e biologiche richiede spessoluaene su

scal e di tempo abbastanza veloci tal i
attraverso la loro struttura iniziale, intermedia e finale.

Dal momento che le reazioni avvengono su scale di tempo che possono variare

da secondi a femtosecofids=10 ) anche | 0i nvestigazi ol
essere altrettanto veloce.

Loobiettivo di mol ti Scienziiprdcessi cer ¢
relativi alla fotobiologia e alla radiobiologia che, generalmente, coinvolgono
speiea vita molto breve.

Una maniera di avvicinarsi a queste specie chimiche a vita breve e usare tecniche
spettroscopiche risolte in tempo. Queste tecnicheceamdementari rispetto

ai metodi di analisi stazionari, tuttavia consentono di avere una comprensione
migliore degli effetti della radoam@ sulle molecole biologich€]

Il n general e, |l a spettroscopia risolta
processi di emissione, assorbimento o scafpenrgtenere informazioni sulla

dinamica dei sistemi fisici, chimici o biologici. Infatti, i moti atomici coinvolti

nelle reazioni chimiche sono estremamente rapiavvengono su scale
temporalid e | | 6deirpidasetendi e dei femtosecondi. Per studiare questi

moti &€ necessario util@e strumenti che forniscano wpg@ortuna risoluzione

temporale. | laser pulsati ultraveloci hanno permesso di esploracoieisti

temporali che non potevano essere asa#i direttamente con le tecniche

adottate in passato costepped fl1940) dlash fotol{4950) che raggiungeva
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no risoluzioni temporali rispigamente dei millisecondi e dei naomsei.

La spettroscopia laser risolta in tempo puo essere classificata medidtée vari

roi come | dordine di ri sposta ai campi
risonanza e la risoluzione temporale.dssificazione piu semplice si basa sulla
risoluzione temporale determinata dalla durata degli impulsi laser utilizzati.

Da qui la distinzione tra spettroscopia ai nanoseco#sl), ([@i0picosecondi (10

123), ai femtosecondi (£8) e agli attosecon(dD18s).

Vari sono i metodi di spettroscopia laser risolti in tempo che sono applicati per
monitorare la dinamica dei processi che avvengono nella materia: il decadimento
della fluorescenza, i metquimp and probenetodi basati sullo scattering
Rama non lineare, gli echi fotoniti].

In questo capitolo verra trattata in maniera piu diffusa la tecnica di pompa e
sonda ed in particolar modo quella in assorbimento transiente ai femtosecondi
perché e utilzata per studiare fatofisicae la fotochnica dei fotorecettori
biologici e, quindi, per sfruttare i processi di eccitazione indotti dalla radiazione
in dispositivi molecolari che potrebbero funzionare da antenne per la raccolta

della radiazione.
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3.2 Principi di base

Léavvento dei Si stemi | aser ul travelo
femtosecondi (10+100 3 quelli di ultima generazione che producono impulsi

della durata degli attosecormlit{ s) ha aperto una nuova area di ricerca

nell ambito della spettroscopia risol
processi foto indotti ultra veloci, come transizamtazionali e vibrazionali, foto

di ssociazione e foto ionizzazione i <cu
1 ps e trasferimenti elettronici e protonici che avvengono su sealpoddei
femtosecondi [18,19]20

| sistemi di rivelazione opdettronici, come i fotodiodi veloci, raggiungono una

ri soluzione t e mp% chenan é duffidient® mer studiarecle d i 1
dinamiche di numerosi processi non stazionari. Un modo per aumentare la
risoluzione temporale & quello di usare weaksiameracome rivelatore per
raggiungere una risoluzione dell dordin
Finora non e stato sviluppato alcun rivelatore in grado di misurare direttamente

le dinamiche dei processi della durata dei femtosecondi. La risoluziae tempo

le insufficiente dei rivelatori &€ la ragione per la quale si ricorre al metodo di
pompa pumpg sondaprobeche permette di superare tale limitazione. h que

sto metodo non & necessario che il rivelatore sia caratterizzato da un tempo di
rispostaultraveloce per registrare le dinamiche di questi fenaifeni [

Gli impulsi lasenitrabrevip o s sono avere undelevata po

basse energie dell di mpul so. Psamsiai ,, gl

4_a streakcamera € uno strumento per misurare fenomeni luminosi ultraveloci con una
risoluzione temporale di qualchelipdreve, gli impulsi luminosi attraversano una fenditura e

sono focalizzati su un fotocatodo dove, per effetto fotoelettrico, sono convertithpulso

di elettroni che, deflessi da due placche tra le quali agisce una rampa di tensione lineare, sono
inviati su uno schermo luminescente che li riconverte in impulsi luminosi. La distribuzione
spaziale degli elettroni sullo schermo riflettefilgptemporale degli impulsi luminosi.
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valori moderati di energia ed in questo modo le misure possono essere effettuate
rimanendo al di sotto della kaglidanneggiamento del campione.

La breve durata degli impulsi e la potenza di picco elevata sono le due principali
caratteristiche degl:/ i mpul si | aser ul
comportamentadel campione sottoposto alla perturbazione della radiazione
luminosaZ]]. Il principio di base € molto semplice ed € illustrato nella3figura

Pump Detector

pulse
\4&‘ _ oy 7
Probe (test)
pulse

Figura 3.1:Principio di base della tecrpcenp proj22].

Si utilizzano due impulsi laser uttravi: un impulso, molto intenso, detto di

0 p o mppanip ché perturba il campioree un secondo impulso, detto di

0 s 0 n(pr@b@é o Yeshe éinviato sul campione con un ritardo variapite

spettoa | pri mo. LOi mpul so di pompa-eccita
duce |l a variazione di una sua propri e
variazioni i ndotte nel campione dall 0i
LOidea sull a qual erisvelbasdo qlu@ism@multseac n
| 6i nterazione con il campione o un eff
di pompa e sonda con il campione, si possa monitorare la vadazinae
proprietadainat eri alfe al |l 6i st ante

Mediante questa tecnisa possono studiare diverse proprieta ottiche dei
materiali ed in base alle informazioni che si vogliono ottenere sul materiale in

esame si possono avere differenti metodi di misura:
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- Misure di trasmissionee f

or ni

scono

dat i

sul-l e

vari

to in tempo e sono utilizzate per monitorare i processi di rilassamento degli stati

di energia foto eccitati.

- Misure di riflettivithe possono dare informazioni analoghe al metodo

precedent e,
- Misure di fluorescgmgmae r met t on o

SO

r bi

me

nt o ani

ma

sono pi
di
- Misure dicroismo e di birifrastgedzaane nf or mazi onii

sotropo

Ya

e

sensi

mo n i

sul

al |l e
| 6o

r4 spett.i

bili
torare
| i ndi

ce d

dipendenza dalla polarizzazione del campo elettrico. Le variazioni-in assor

b i

ment o

(nell i ndi ce

di

ompa potadzrzaton e ) T

SONo spesso anisotrope e causano un dicroismo indotto (birifrangenza indotta).

- Mi

sur e

sul |l a

v a r isengibilicmonesolodaevaribzéoni della c e d

riflettivita ma anche a metodi dietazione interferometrie.

Se

gl i

I mpul si

di

pompa

e

di

sonda

han

spettroscopia pump degbeecpiando invece i due impulsi hanno frequenze

differentisi ha unapettroscopia non dgiggnere

In figura3.2 sono riportati gli schemi semplificati della tecnica-{noipe in

trasmissione nel caso degenere (a) e nel caso non degenere (b):

(@)

Pump beam

/|

.

W

Laser

Probe beam

/

Sample

Detector
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(b)

A

Laser

Figura 3.2: Schema semplificato del metodo pump probe in trasmissione degenere (a) ed in
trasmissione non degenerd 1)

\.  Pumpbeam . )
[] OPO Sample
1~ Probe beam

Detector

La frequenza di uno dei due fasci o di entrambi i fasci puo essere variata su un

largo intervallo spettrale impiegando sorgenti di radiazione accordabile, come

laser accordabilieneratorparametrici (OPG)pscillatori parametrici (OPO),

ampificatori paametrici (OPA) generatori di armoniche superiori o sfruttan

do sorgenti di radiazione bianca continua (WLC) che emettono radiazione in un

ampio intervallo spettrale. Le sostanze piu comuni per la generazione del bianco

sono i |

guaruza,ellodadGda rdbeutl draaxtga

Nel paragrafo che segue e riportata una descrizione piu dettagliata-della spet

troscopia di assorbimento transiente ai femtosecondi.

3acqua deuterata o pesante: acqua nella cui molecola sono presenti uno alddewaésini
D:O. Nel |l daspetto

ebollizione (101,4°C) e di fusione (3,8°C) sono piu alti rispetto a quella ordinaria.

S i

mi

| e

all 6acqua

or di
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3.3 Assorbimento transiente ai femtosecondi

Loassorbimento transiente ai femtoseco
probe applicata per lo studio di processi foto indotti molto rapidi. Infatti,
fornisce informazioni sulla dinamica di reazioni foto fisiche e fotochimiche che

si verificano nei complessi fotosintetici pigmpntoot ei ne a s-egui t o
mento di radhzione in tempi variabili dalle decine di femtosecondi a pochi
nanosecondi; inoltre, questa tecnica permette di seguire reazioni elementari
come la solvatazione, le variazioni conformazionali, i trasferimenti di energia
elettronica ed eccitonica sia ifuzone sia allo stato solido. Percio, questa
tecnica e utilizzata per studiare le proprieta dei sistemi fotobiologici e
fotochimici, come i sistemi fotosintetici, i materiali fotocondettii foto
sistembiomimetici.

La tecnica di assorbimento transiente ai femtosecondi € utilizzata- per mo
nitorare | devol uzi one temporal e del | e
campione dall 6i mpul so di pompa. Si wuti
un forte impulso monocratico, detto fascio di pompaufly, che serve per

ecitare il campione in esameaiadsecondo impulso di sondgogd), molto

meno intenso del fascio @bmpa, che arriva sul campi@o& un ritardo di

tempo variabildspetto al primo.

LOi mp udngpa ultchibreve e molto intenso, passa attraverso il campione

ed eccita una parte delle sue molecole, portandole dallo stato fondamentale
(Groundtatead uno stato di energia piu alta, in accordo col principio di Franck
Condon.Nella figura3.3 é illugato lo schema delle transizioni energetiche

i ndotte dall 6i mpul so di pompa.
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+ Reaction
Coordinate

Figura3.3:Schema del l e tr ansi mpusadi pompaéinurtpet i che i

mol ecol a. LO6i mpul so di pompa eccita | a mole
elettronico eccitato. LO&i mpulso di sonda mo
eccitato1§.

In generale, solo una piccola percentuale delle molecole € eccitata nel campione

I n esame: ci, dipende dalla potenza de
di assorbimento dell e molecol edeldi mpu
luzionetenporale dello stato eccitato, passera attraverso il campione dopo un
ritardo temporalBaspetto a quello di pompH]].

Il ritardo ottico si realizza facendo percorrere al fascio di sonda un cammino
variabile attraverso una linea di ritardo c#ttomrdabilel due fasci, quindi, si

propagano lungo cammini ottici diversi prima di sovrapporsi nel campione. Se

i ndi chi amo <con & X |l a di ffeindntardo d i ca
temporale del§&ac i o di sonda ri spetadaxd cg dquelclud
denominatore rappresenta |l a velocit

pompa, le misure sono influenzate da effetti coerenti difficiimente analizzabili

ed  necessario aspettare che | 6i mpul s
conseguenze.

Se vi sono processi molto rapidi rispetto alla durata della perturbazione, essi

saranno nascosti durante la perturbazione; al contrario saranno osservati solo
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gue.i processi che sono pi%¥ | enti del |
perturbazione, piu facile sara capire i processi piu dpidCdnsideriamo,

come esempio, un sistema a tre livelli di enesgi&L,EE> e densita di
popolazione rispettivamente, Nl1, No.

pump puise
Eq
N ‘,P‘Tz— 1 ——»| probe puise
fluores-
probe 2’z cence /\

: § Ny (to)

Eg Ny(to+T)

|
I

t
Figura 3.4: tecnica di pompa e sonda in assorbimento per un sistema a tid]livelli [

Se il Si st e ma oconua tnpulst di pompa dilelevata inténsita t e  t
e frequeikal ¢ r=i scothante con |l a transi z
delle molecole nello stato fondamentale sara promossa al livello di energia supe
riore. Si osserva una perturbazione della distribuzione di popolazione nei livelli
energetici.

Quindi, nello stato eccitatsi \erifichera un aumento di popolazione che

tendera a decrescere nel tempo fino a raggiungere il valore che aveva prima della
eccitazione. Di conseguenza, ci si aspetta che nel livello pitolmassana

meno molecole rispetto a quelle presentigtimd | ecci t azi one co

pompa.
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Ne l caso in culi | éguanzaisohasite conl la trassziond a h a
| 0>¢| 1> ess o hbmneentd ttaosierdd (Eo 6 aEs) he misultera

pi % piccol o dlkilnguldcsdssonddin assenza del fascio di
pompa. Per ottenere una variazione significilzapopolazione in un livello

di energi a, | i mpul so di eccitazione
all dintensist ™ di saturazione |

) -
i n cui 0 |la frequdilaserat délal alur adiaa die
pul so di pompa e DZ | a sezione dourt c

mento. La tecnica di pompa e sonda sara tanto piu efficace quanto piu grande é

| a s ezi d4 er dgbiuitardootemporatesono misuate le intensita

del I i mpul so di sonda con e senza | 0ir
con ) e) ; in questo modo si calcdaa variazione del/l
LA ( k, t) per evidenziare |formaziengdial e r e

specie foto indotte {.

In questi esperimenti si richiede ghhémpulsi di pompadmpe di sonda grobe

si sovrappongano nellostegsont o al | 6i nf1§.r no del camp
Poi ch®, | assorbi mento nNon rmonitora esser e
| i ntensit”™ della radiazione | (t).

Supponiamo coh@e ol @peshtaeaotei t pompa per
mentre @atlDzdidbsi tmapnutles os id il os osntdeas saci-tcraampeiro
cordabile mediante una linea di ritardo variabilegReritardo temporale, il

rivelatore misura | &6intensit? trasmes:

assenza dell 6i mpul so di pompa.
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In accordo cota legge di LambeBte e r | i ntensit”™ trasme
ad una determinata lunghezza ddédonda e

dalla seguente relazione:

) o) 1 pm M 3.1)

i n cui A =@a&cl ~ | 6assorbanza, c ed |

rys

campione e la lunghezza del cammino ottico percorso dal fascioeincident

all i ntcampo o n eill ceefficierd® di estinzione molaje.
rappresenta | dintensit? del fasci o di
Ldassorbanza iniziale del campione <car
eccitazione caus ad a deldcarisdgdentengeagadisento. d i p

PercioA k,t) ~ dato dalla somma di due <cor

Ak ,=Bg k + 1A kt, )

incuiA k) - I dassorbanza del p@ampgpe one i |
I A ( k adgsQrbanza différenziale.
Pertanto, | d6intensit”™ trasmessa del f a

Ipu mELazlgr ogg 1 @OIZ-!AIZ’[,

pro

lo KT 1 0AKE 3.2)
incuilo k=19, J,4 85 |1 6intensit” trasmessa del
del | 8i mpul so di pompa.

Dalla relazione () si ricava che:
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[ kt,

A kt,= | I

(3.3)

I n gener al e HRt)a lansonsma didre cbmtributi g@rAvenienti da
differenti fenomeni fisici:
1) Il primo contributo & dato daroundtate bleachirsgggnale di spopolamento

che e istantaneo. Poiché una frazione di molecole e stata promossa allo stato

eccitato attraversb 6 azi one del | 6i mpul so di pomp
presenti nell o stato fondamentale — di
sonda sar”’ meno assorbito nell dinterve

fondamentale e di conseguenza si ossenvesggnale negativo nello spettro di
assorbimento transiente nell a regione
fondamentale assorbe.

2) 11 secondo c onteamisdionetsimolaanolecqgepchee s e nt a
si trovano in uno stato eccitato wes ritornare nello stato fondamentale.
Durante | 0demissione stimolata wun foto
i nduce | 0emi ssione di un altro fotone
ritornaallo stato fondamentale.

Il fotone prodottod al | d e mi s s i 0 n enels stéespadireaidn@e del e me
fotone di sonda e, quindi, sono rivelati entrambi.

LOemi ssione stimolata avviene per tran
che segue lo spettro di fluorescenza del cromoforo eccitato, cioé € spostato a
energie piu basse rispetto aldvieay dello stato fondamentale.

Comunque] 61 nt e nplsotdi sondiee @ do$ debvole che la popolazione

dello stato eccitato non € modificata in maniera apprezzabile da questo
processo. L6demi ssione stimolata d- | u

radiazione sul rivel ator e, corrisponde
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