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Introduzione 

 

 

I progressi ottenuti dalla biologia cellulare e molecolare hanno portato alla 

realizzazione di nuovi materiali che sõinterfacciano direttamente con i sistemi 

biologici. Questi nuovi materiali sono i biomateriali che sono definiti come parte 

integrante dei sistemi biologici in cui vengono inseriti. A tale proposito, è 

opportuno pensare agli impianti dentali costituiti da viti al titanio che vengono 

inserite chirurgicamente nellõosso mandibolare o mascellare o agli stent cardio- 

vascolari, reti metalliche cilindriche utilizzate per interventi di angioplastica allo 

scopo di dilatare un vaso sanguigno occluso da placche. 

La necessit¨ crescente di migliorare lõinterfacciabilità di questi materiali con i 

tessuti e gli organi in cui vanno ad inserirsi ha portato e sta ancora portando alla 

realizzazione di materiali denominati òbioattivió o òbioriassorbibilió. 

Eõ proprio in questõottica di sviluppo che le tecniche dõindagine spettroscopiche 

e microscopiche hanno assunto una sempre crescente importanza. Queste 

tecniche consentono di osservare le molecole biologiche per comprenderne 

meglio il funzionamento ed eventualmente modificarle nel momento in cui 

cessino di funzionare. Eõ molto importante, ad esempio, investigare la struttura 

di molecole come le proteine o gli acidi nucleici (ad esempio il DNA, lõRNA) 

per cercare di comprendere il meccanismo di funzionamento dalla disposizione 

degli atomi, dalla loro composizione chimica e dalle proprietà fisico-chimiche 

delle stesse. Eõ importante conoscere la struttura di una molecola in quanto da 

essa si possono ottenere informazioni sui meccanismi che regolano il loro 

funzionamento ed eventualmente le loro disfunzioni. 

 

 

Acidi nucleici: composti formati da molecole grandi e complesse, così detti perché presenti nel 
nucleo cellulare degli organismi viventi; contengono lõinformazione genetica e la trasmettono di 
generazione in generazione. 
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Introduzione 

 

 

Questo lavoro di tesi, quindi, consisterà 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 funzionamento delle molecole dalla loro disposizione. 

La rassegna prenderà in considerazione le tecniche che sono applicate alla 

biologia molecolare ed in particolare a quella strutturale e tecniche 

spettroscopiche risolte in tempo capaci queste ultime di investigare le dinamiche 

ultraveloci delle molecole complesse (proteine, emoglobina ecc.). 

Nel primo capitolo saranno forniti dei richiami, anche storici, sulla spettroscopia 

in generale e sullõinterazione tra la radiazione 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 parlerà non solo dei principi di funzionamento delle tre tecniche ma se ne 

illustreranno i vantaggi ed i limiti di applicazione. 

Nel terzo capitolo si parlerà diffusamente della tecnica di pump and probe (pompa 

e sonda), spettroscopia risolta in tempo ad impulsi laser ultra brevi, che permette 

di investigare molti processi ultraveloci e le dinamiche di molecole complesse 

che possono essere innescate in tempi dellõordine dei picosecondi e/o 

attosecondi da impulsi ultra brevi. Si pensi, ad esempio, alla dinamica elettronica                                                                                                                                                                                                                                                  

delle proteine e degli acidi nucleici che porta poi a processi di folding ed 

unfolding nelle proteine ed ai meccanismi di mutazioni genetiche e danneggia- 

 

Folding o ripiegamento: è un processo molecolare attraverso il quale le proteine ottengono la 
loro struttura tridimensionale. 
 
Unfolding o denaturazione: è il processo attraverso il quale le proteine perdono la loro 
struttura tridimensionale per tornare allo stato di semplice catena lineare. La denaturazione può 
essere causata dallõaumento di temperatura o da altro quali la variazione di pH (concentrazione 
salina). 
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Introduzione 

 

 

 menti del DNA alla base dello sviluppo di svariate forme tumorali e malattie 

genetiche od, anche, per studiare la risposta del retinale dei nostri occhi ad un 

segnale luminoso perché la velocità con cui le dinamiche molecolari avvengono 

¯ dellõordine dei femtosecondi (10-15s). 

Il quarto capitolo sar¨ dedicato allõillustrazione delle tecniche microscopiche 

quali la microscopia confocale, quella elettronica, la criomicroscopia e la 

microscopia pump-probe, che diversamente dalla microscopia convenzionale, 

consentono risoluzioni tali da poter avere delle immagini strutturali delle 

biomolecole abbastanza dettagliate. Specifiche malattie genetiche o possibili 

anomalie nei cromosomi possono essere determinate con estrema precisione 

dallõuso di uno dei predetti metodi microscopici. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I cromosomi rappresentano le unità strutturali in cui il DNA, associato a specifiche proteine, si  
organizza allõinterno delle cellule. 
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Capitolo 1 

Princìpi generali di spettroscopia 

 

1.1 Cenni storici 

Storicamente la spettroscopia ebbe origine quando Isaac Newton (1642-1727) 

mise sperimentalmente in evidenza che la radiazione visibile (luce bianca) era 

costituita da una sequenza dei diversi colori percepiti dallõocchio umano. 

Newton fece passare un fascio di luce attraverso un prisma trasparente ed 

osservò che la luce solare veniva scomposta in diverse componenti 

monocromatiche (rosso, arancione, giallo, verde, blu e violetto). Si sarebbe, in 

seguito, compreso che ad ogni colore corrispondeva una diversa lunghezza 

dõonda. Egli chiam¸ lõinsieme dei colori òspettroó (dal latino spectrum = 

immagine) 

 

Figura 1.1: Esperimento di Newton 
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Lõidea generale prima della scoperta di Newton del 1666 era che i colori fossero 

generati òinternamenteó al prisma che godeva di questa singolare proprietà 

analogamente alle goccioline dõacqua responsabili dellõarcobaleno. 

Nel 1800, che può essere considerato come lõanno di nascita della spettroscopia 

nellõinfrarosso, lõastronomo Frederick William Herschel (1738-1822), facendo 

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

si accorse che la temperatura aumentava anche dopo aver oltrepassato la regione 

del rosso in una zona dove non si vedeva alcuna luce. In questa maniera aveva 

scoperto la regione dellõinfrarosso (fig. 1.2) non visibile ad occhio umano. Un 

anno dopo Johann Wilhelm Ritter (1776-1810) scoprì i raggi ultravioletti. Si 

sapeva che il cloruro di argento si oscurava quando era esposto alla luce ma ciò 

avveniva anche nella regione al di là del violetto. 

 

 

 

 

 

Figura 1.2: Esperimento di Herschel e scoperta della regione dellõinfrarosso 
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Solamente dopo il 1859 la spettroscopia diventò una branca ufficiale della 

ricerca scientifica. Infatti Kirchoff (1824-1887) e Bunsen (1811-1899) notarono 

che la frequenza 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 è unico ed identifica univocamente lõelemento. In altre parole 

non esistono due diverse sostanze che abbiano lo stesso spettro. La 

corrispondenza elemento chimico-spettro venne accettata dalla comunità 

scientifica e si passò ad una sistematica raccolta dello spettro di tutti gli elementi 

conosciuti. Questo permise lõoperazione inversa: uno spettro sconosciuto 

portava a prevedere un nuovo elemento. Gli stessi Bunsen e Kirchoff, mediante 

lõanalisi spettroscopica, identificarono due nuovi elementi come il rubidio ed il 

cesio. Il nome di questi elementi derivava dal colore delle righe principali del 

loro spettro, rosse per il rubidio e blu per il cesio (derivato da caesius che in latino 

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

1.3), usato fino alla fine del diciannovesimo e costituito da un collimatore, da un                                            

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3: Spettroscopio di Kirchoff, Bunsen and Steinheil dellõanno 1861 [1] 
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prisma e da un cannocchiale per poter misurare gli angoli di deviazione delle 

singole componenti cromatiche. La sorgente era un bruciatore progettato da 

Bunsen (noto come becco-Bunsen). Il vantaggio di tale apparato era che 

regolando il rapporto aria-gas era possibile ottenere una fiamma ad alta 

temperatura e quasi incolore: lõalta temperatura favoriva la vaporizzazione della 

sostanza e la fiamma incolore non introduceva elementi spuri nello spettro. 

La fine del diciannovesimo secolo e lõinizio del ventesimo furono caratterizzati 

da notevoli sforzi per spiegare i fenomeni spettrali. I risultati sperimentali delle 

osservazioni spettroscopiche costituirono un importante input per lo sviluppo di 

modelli teorici della struttura della materia. Ångström riuscì a misurare accurata- 

mente le linee spettrali dellõatomo dõidrogeno nel visibile. Johann Jacob Balmer 

(1825-1898) trovò, nellõanno1885, una formula empirica [1] per descrivere 

numericamente la serie delle righe dellõidrogeno tra 656 e 377 nm: 

 

                                        ǩ = 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 

Rydberg (1854-1919) in funzione del numero dõonda k = ǩ-1: 

 

                                            k = RH                                                (1.2) 

 

in cui RH = 109677,58 cm-1 ¯ la costante di Rydberg per lõatomo di idrogeno. 

Per la serie di Balmer n2 m >2 e n1 2. 
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Sebbene le osservazioni sperimentali, sia in campo astronomico, dove per primi 

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

in laboratorio, fossero ampie, nessun modello teorico riuscì ad interpretare in 

modo soddisfacente gli spettri atomici fino allõavvento della teoria dellõatomo di 

Bohr (1913).  

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

gli spettri di atomi con più elettroni [3]. 

Con lo sviluppo della meccanica quantistica da parte di Heisenberg (1901-1976) 

e Schrödinger (1887-1961), è stato possibile spiegare gli spettri di molti elementi 

e permettere lo sviluppo della moderna spettroscopia che trova il suo inizio con 

lõinvenzione del laser. 
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1.2 La radiazione elettromagnetica 

In generale le radiazioni possono essere distinte in elettromagnetiche e corpu- 

scolari: le prime sono costituite da campi elettrici e magnetici oscillanti, le 

seconde sono costituite da particelle atomiche o subatomiche di elevata velocità 

(prossima a quella della luce nel caso di elettroni e positroni) e quindi di elevata 

energia cinetica. In questo lavoro di tesi verrà considerata la sola radiazione elet- 

tromagnetica. 

Essa è una forma di energia che si propaga attraverso lo spazio ad alta velocità e 

può essere trattata secondo due approcci diversi: classico e quantistico. 

Dal punto di vista dellõelettromagnetismo classico la radiazione elettromagnetica 

è un fenomeno ondulatorio dovuto alla propagazione contemporanea di 

perturbazioni periodiche di un campo elettrico E e di un campo magnetico B, 

oscillanti in piani tra loro ortogonali e con una direzione di propagazione k 

perpendicolare al piano identificato dalle direzioni delle due oscillazioni dei 

campi elettrico e magnetico (fig.1.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Onda elettromagnetica  

E 

B 
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La velocit¨ di propagazione dellõonda dipende dalle caratteristiche del mezzo e 

nel vuoto essa è pari alla velocità della luce c=3*108 ms-1. Nei mezzi materiali, la 

propagazione della radiazione elettromagnetica è un fenomeno più complesso 

perch® dipende dallõinterazione con gli atomi e le molecole costituenti il mezzo. 

A causa di tale interazione, la velocità risulta inferiore a quella nel vuoto secondo 

la relazione: 

                                                ὺ    
Ѝ  

                                          (1.3) 

 

in cui Ǫ ¯ la permeabilità magnetica, ǣ la permettività dielettrica, n ¯ lõindice di ri 

frazione caratteristici del materiale. La velocità di propagazione della radiazione 

è legata alla frequenza dalla relazione: 

 

                                                 Ö  ʇʑ                                                        (1.4)   

 

nel vuoto  Ö Ã . Nel passaggio della radiazione dal vuoto in un qualunque altro 

mezzo si osserva una diminuizione della lunghezza dõonda mentre la frequenza ¯ 

invariante perché determinata univocamente dalla sorgente della radiazione. 

Un altro parametro che caratterizza lõonda elettromagnetica ¯ rappresentato 

dallõintensit¨ dellõonda descritta dal vettore di Poynting che rappresenta lõenergia 

elettromagnetica che attraversa lõunit¨ di superficie ortogonale alla direzione di 

propagazione nellõunit¨ di tempo: 

 

                                            ἡ   E Ἄ                                                     (1.5) 

 

Per descrivere lõinterazione della radiazione con la materia, il modello 

ondulatorio della radiazione elettromagnetica non risulta sempre adeguato. Il ca- 
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rattere ondulatorio della radiazione risulta adeguato per giustificare fenomeni 

come lõinterferenza e la diffrazione, ma per fenomeni come lõeffetto fotoelettrico 

non è adeguato ed in questo caso conviene descrivere la radiazione secondo il 

modello quantistico. 

Secondo questõultimo, la radiazione elettromagnetica ¯ costituita da un flusso di 

particelle discrete (fotoni) aventi energia legata alla frequenza della radiazione 

dalla relazione:                              

                                                   E = hǫ                                                            (1.6) 

 

in cui h = 6.626ā10-34 Jāsec ¯ la costante di Planck. 

 

1.3 Lo spettro della radiazione elettromagnetica 

Lõinsieme delle onde elettromagnetiche di differente frequenza ¯ detto spettro 

elettromagnetico. Eõ suddiviso convenzionalmente in una successione di bande (fig. 

1.5): onde hertziane, microonde, infrarosso, visibile, ultravioletto, raggi X, raggi 

ǡ. 

 

Figura 1.5: Lo spettro elettromagnetico con le varie forme della radiazione 
               elettromagnetica in funzione della lunghezza dõonda e della frequenza. La zo- 
              na dello spettro che corrisponde alla luce visibile è espansa. 
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Le separazioni non sono nette e gli intervalli delle singole bande hanno zone di 

sovrapposizione, come avviene alle singole frequenze tra i raggi X e i raggi ǡ.  

Lõintervallo di frequenze entro il quale le onde elettromagnetiche sono oggetto 

di applicazione è alquanto vasto ed è compreso tra un migliaio di Hertz e 1025 

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 tra 103 109 Hz e sono generate da circuiti elettronici che 

fanno oscillare cariche elettriche che emettono energia quando sono accelerate. 

Le microonde sono caratterizzate da lunghezze dõonda comprese tra 1 mm e 30 

cm circa, vengono generate in speciali tubi elettronici, detti klystron e 

magnetron, e trovano 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 è 

generalmente suddivisa in lontano, medio e vicino infrarosso. Le lunghezze 

dõonda di questa radiazione spaziano tra 106 103 nm con frequenze comprese 

tra 1011 e 1014 Hz. Lõemissione infrarossa ¯ utilizzata in medicina per terapie 

fisiche e nella ricerca per lo studio dei livelli energetici vibrazionali. 

La radiazione visibile ha lunghezze dõonda comprese tra 380 e 780 nm ed il suo 

campo ¯ molto ristretto rispetto allõintero spettro delle radiazioni elettroma- 

gnetiche anche se è molto importante per gli esseri viventi considerato che 

lõocchio per la maggior parte di essi è sensibile a queste radiazioni. La luce è 

emessa dagli atomi quando i relativi elettroni compiono transizioni da uno stato 

instabile allo stato fondamentale (Ground state). 

I raggi ultravioletti (del Sole, dei led ecc.) sono invisibili e pericolosi per la vita 

sulla terra. Le loro lunghezze dõonda sono comprese tra 380 e 0.6 nm. Quelli pro 
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venienti dal Sole vengono assorbiti quasi completamente dallõatmosfera 

provocando la formazione dellõozono. Tale assorbimento ¯ fondamentale per la 

vita sulla Terra perché le radiazioni ultraviolette, assorbite in grande quantità, 

risultano letali. Quanto più i raggi ultravioletti sono ad alta frequenza tanto più 

sono dannosi per gli esseri viventi in genere e per lõuomo in particolare non solo 

perché sono più penetranti nei tessuti ma perché riescono a mandare in 

risonanza i legami molecolari portandoli alla rottura. Recenti studi e ricerche 

condotti con lõutilizzo di radiazione UV hanno dimostrato che le conseguenze 

sul DNA sono deleterie. 

I raggi X, con lunghezze dõonda comprese tra 1nm e 0.001 nm e, quindi, con 

elevate frequenze comprese tra 3ā1017 Hz e 5ā1019 Hz, possiedono energia 

sufficiente a provocare transizioni di elettroni atomici più interni e possono 

penetrare nei tessuti biologici col conseguente danneggiamento delle cellule 

viventi. Il loro diverso assorbimento ad opera dei tessuti di diversa consistenza e 

densità 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 velocità. 

Infine i raggi ǡ (raggi gamma), che sono prodotti in reazioni nucleari ed in 

processi estremamente energetici quali le interazioni tra particelle, rappresentano 

una radiazione elettromagnetica ad altissima frequenza, compresa fra 1019 e 1022 

Hz e di conseguenza, di lunghezza dõonda molto ridotta, inferiore al 

miliardesimo di millimetro. I fotoni che costituiscono la radiazione possiedono 

lõenergia pi½ alta che si possa associare allo spettro elettromagnetico. I raggi 

gamma sono perciò una radiazione che può penetrare la materia in profondità e 

che interagisce con essa secondo processi quantistici quali, in ordine crescente di  
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energia, lõeffetto fotoelettrico, lõeffetto Compton e la produzione di coppie 

elettrone-positrone. Sono, anche, utilizzati in medicina per la cura dei tumori. 

 

 

 

1.4 Interazione radiazione elettromagnetica materia 

 

Le tecniche spettroscopiche e dõindagine ottica sono essenzialmente basate 

sullõinterazione tra la radiazione elettromagnetica con la materia per la deter- 

minazione di proprietà fisiche e chimiche dallõanalisi della risposta del campione 

a tale perturbazione. 

I più 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 atomico e sub-atomico tra la radiazione 

elettromagnetica e la materia [2]. 

Nella fisica classica lõenergia di un sistema corrisponde ad un continuo per cui 

definendo le condizioni iniziali del sistema e la legge del suo movimento, il 

sistema assume tutti i possibili valori di energia. 

In base alle teorie della meccanica quantistica, si pu¸ affermare che lõenergia 

degli atomi e delle molecole ¯ quantizzata ossia lõatomo o la molecola possono 

esistere in determinati stati energetici. In altri termini un atomo o una molecola 

possono esistere in differenti stati elettronici ciascuno caratterizzato da una certa 

configurazione elettronica. La configurazione a più basso contenuto energetico 

viene definita come livello elettronico fondamentale indicato generalmente con 

So (Ground state). La differenza di energia tra il livello elettronico fondamentale 

ed il primo livello elettronico eccitato (S1) è talmente elevata (10100 

Kcal/mole) che, a temperatura ambiente, le molecole e gli atomi tendono ad oc- 
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cupare esclusivamente lo stato fondamentale. Il rapporto tra le molecole che 

occupano lo stato fondamentale e quelle che occupano il primo stato eccitato è  

dato dalla legge di Boltzmann: 

 

    

                                        Ὡ Ⱦ                                                         (1.7)  

  

N1 numero delle molecole nello stato eccitato, N0 numero delle molecole nello 

stato fondamentale, ǃE differenza di energia tra i due stati, k costante di Boltz-   

mann (1.3805Ͻ10-23 JK-1), T temperatura assoluta. 

Quando una radiazione elettromagnetica interagisce con la materia possono 

verificarsi diversi fenomeni, più o meno rapidi, riconducibili a due eventi: un 

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

fase di rilassamento con completa restituzione dellõenergia sotto forme diverse.  

Il trasferimento di energia dal fotone allõatomo o alla molecola avviene per 

quanti: un fotone cede tutta la sua energia e non una parte. Se lõenergia posseduta 

(E=hǫ) dal fotone che colpisce lõatomo o la molecola ¯ sufficiente a coprire 

òesattamenteó il gap energetico che separa il livello elettronico fondamentale So 

ed il livello elettronico eccitato i-esimo, la transizione dellõatomo o della 

molecola in uno stato eccitato ¯ un evento altamente probabile. Lõeccitazione di 

un atomo o di una molecola ed i meccanismi mediante i quali ritornano nel 

rispettivo stato elettronico fondamentale sono ben rappresentati allõinterno del 

diagramma di Jablonsky (fig.1.6). 

In generale, nella maggior parte delle molecole, lõassorbimento di un fotone 

provoca una transizione dallo stato elettronico fondamentale (Ground state) di 

singoletto ad uno stato elettronico eccitato anchõesso di singoletto (Si). Il 

termine singoletto ¯ riferito allo spin dellõelettrone eccitato che si presenta antipa 
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rallelo rispetto allo spin dellõelettrone compagno nella coppia di legame. Lo stato 

di tripletto è caratterizzato da spin paralleli degli elettroni.  

Lõeccitazione segue la legge di conservazione dello spin e pertanto lõeccitazione 

con un fotone fa sì che la molecola si porti ad uno dei livelli vibrazionali eccitati 

corrispondenti ad un livello elettronico della stessa molteplicità dello stato 

fondamentale (singoletto-singoletto). In seguito si hanno processi veloci di 

rilassamento attraverso i quali viene raggiungo il più basso livello vibrazionale di 

quello stesso stato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.6: Diagramma di Jablonsky. S0 livello di energia elettronica fondamentale. S1,S2 
primo e secondo stati elettronici di singoletto eccitati. T1,T2 i primi due tripletti. Le linee 

   orizzontali più marcate rappresentano gli stati elettronici eccitati mentre le linee sottili rap- 
     presentano gli stati vibrazionali eccitati che competono ai vari livelli elettronici. 

 

      

Se la molecola si trova ad uno stato elettronico eccitato superiore (S2, S3), 

attraverso un processo chiamato conversione interna si riporta rapidamente allo 

stato di singoletto più basso S1. In questa condizione la molecola può tornare  
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allo stato fondamentale per via non radiativa o per via radiativa con emissione di 

luce detto fluorescenza (processo radiativo tra stati della stessa molteplicità). Il 

processo non radiativo comporta che lõenergia accumulata venga dissipata sotto 

forma di calore. 

Può anche verificarsi che la molecola passi allo stato di tripletto più basso T1 

(intersystem-crossing). In questo caso, la molecola, per tornare allo stato 

fondamentale, può seguire due differenti cammini: il primo porta alla 

disattivazione per via non radiativa, il secondo cammino, invece, ha come 

effetto lõemissione di radiazione. 

In questõultimo caso si parla di fosforescenza (processo radiativo tra stati di diversa 

molteplicità). Nella figura 1.6 sono riportati anche i tempi richiesti per i processi 

sopra elencati: è evidente che il passaggio dagli stati S1 o T1 allo stato 

fondamentale è più lento del decadimento da stati superiori ad S1 e T1. Gli stati a 

più bassa energia di ciascuna molteplicità vivono abbastanza a lungo per dare 

luogo a processi di luminescenza o a reazioni fotochimiche. 

 

 

 

 

 

 

                        ×spin= 0                  ×spin= 0                      ×spin= 1 

                                       singoletto                                       tripletto 

 

Figura 1.7: Stati elettronici e proprietà di spin 

 

 



 

20 
 

Princìpi generali di spettroscopia                                                         Capitolo 1 

 

In precedenza si ¯ detto che parte dellõenergia del fotone incidente viene persa 

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 lõeccitazione. 

La minore energia dei fotoni emessi giustifica il fatto che la radiazione emessa da 

un campione abbia una frequenza minore od anche una lunghezza dõonda 

maggiore rispetto alla radiazione di eccitazione. 

 

 

 

1.5 Effetti delle radiazioni elettromagnetiche sulle strutture biologi- 

che 

 

Prima di procedere oltre in questo lavoro, è opportuno considerare in breve 

quali effetti possono indurre le radiazioni nella interazione con tessuti biologici. 

Lo spettro elettromagnetico è suddivisibile in due grandi regioni: 

- quella delle radiazioni non ionizzanti 

- quella delle radiazioni ionizzanti 

Le radiazioni non ionizzanti (NIR dallõinglese òNon Ionizing Radiationó) 

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 la radiazione ottica (ultravioletta, visibile ed 

infrarossa), le microonde 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 atomico sia a livello molecolare. Tale effetto ¯ denominato òionizzanteó 

in quanto lõenergia ceduta dalle radiazioni supera quella di legame dellõelettrone 

di valenza che viene quindi espulso dallõatomo di appartenenza. Di conseguenza  
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si crea una coppia di ioni: da una parte lõelettrone, ione negativo, dallõaltra 

lõatomo, ione positivo. 

Le radiazioni elettromagnetiche ionizzanti comprendono i raggi X e ǡ. 

Gli effetti biologici delle radiazioni non ionizzanti dipendono dallõintensità e 

dalla frequenza della radiazione oltre che dalle modalità e dal tempo di 

esposizione: si suddividono in effetti termici ed effetti non termici [4]. I primi 

sono dovuti alla conversione di parte dellõenergia della radiazione non ionizzante 

in calore con conseguente innalzamento della temperatura corporea. Gli effetti  

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

atomi. 

Gli effetti biologici per esposizione alle radiofrequenze e microonde sono 

prevalentemente di natura termica. In condizioni controllate questi effetti 

vengono utilizzati a scopo terapeutico per riscaldare in profondità i tessuti e 

stimolare determinate reazioni fisiologiche utili nel trattamento, ad esempio, di 

affezioni muscolo-scheletriche. Lõeffetto di riscaldamento viene sfruttato anche 

dallõipertermia, trattamento coadiuvante nei programmi di radioterapia in 

oncologia. Infatti anche un debole innalzamento di temperatura di un tessuto ne 

aumenta apprezzabilmente la radiosensibilità 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 conversione della potenza elettromagnetica in effetto termico può interessare 

lõintero organismo oppure singoli tessuti e/o organi. Nel primo caso, per 

potenze superiori al kW/m 2, si può affaticare il sistema cardiovascolare e 

respiratorio. Nel secondo caso i tessuti irradiati possono subire un incremento di 

temperatura non tollerabile col pericolo di indurre danni irreparabili. Nel caso 

degli occhi, unõesposizione troppo prolungata a potenze dellõordine del kW/m 2 

o superiori può produrre cataratta. 
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La radiazione ottica si estende dallõinfrarosso allõultravioletto e lõestremo UV-C 

corrisponde al confine tra radiazione non ionizzante e radiazione ionizzante.   

I fotoni del visibile e dellõultravioletto hanno energia superiore ad 1 eV che ¯ in 

grado di produrre nei tessuti trasformazioni fotochimiche il cui numero dipende 

direttamente dal numero di fotoni e quindi dellõintensità della radiazione [4]. 

Come si è detto in precedenza, la radiazione UV-C (200 290 nm), la più 

energetica e quindi la pi½ pericolosa, viene filtrata dallõozono atmosferico e non 

raggiunge la superficie terrestre. 

Le radiazioni UV-B (280 320 nm) e UV-A (320 400 nm) sono meno 

energetiche ma possono penetrare la cute fino al derma danneggiando il colla-

gene e lõelastina. Promuovono il processo di maturazione della melanina che, si 

dimostra, è un forte assorbitore di radiazione UV con funzione protettiva della 

cute. Tuttavia, i raggi UV sono ritenuti responsabili di tumori della pelle quali il 

carcinoma basocellulare, il 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 cellulare, produzione di radicali liberi. 

Lõeffetto biologico della radiazione infrarossa ¯ di tipo esclusivamente termico 

con produzione di arrossamenti, crescita della pigmentazione ed eventuali 

ustioni. Lõorgano veramente a rischio ¯ lõocchio perch® nel caso dõintensità 

troppo elevate (ordine della decina di W/cm2) si possono avere danni alla 

cornea, allõiride, al cristallino ed alla retina [5]. 

Le radiazioni elettromagnetiche ionizzanti come i raggi X ed i raggi gamma 

possono rompere i legami chimici delle molecole dando luogo a molecole molto 

reattive dal punto di vista biochimico. Queste ultime molecole possono causare 

danni rilevanti al sistema biologico. Lõeffetto delle radiazioni ionizzanti pu¸ 

essere letale: distruzione della doppia elica del DNA che induce errori di 

replicazione cellulare e quindi insorgenza di tumori. 



 

23 
 

Tecniche spettroscopiche applicate in biologia                                     Capitolo 2 

 

 

Capitolo2 

Tecniche spettroscopiche applicate in biologia 

 

2.1 Introduzione 

 

La spettroscopia è un potente strumento per studiare i sistemi biologici e, 

spesso, fornisce metodi per lõanalisi dei singoli componenti di un sistema 

biologico come le proteine, gli acidi nucleici e i metaboliti. Può fornire 

informazioni dettagliate sulla struttura e sui meccanismi di azione delle 

molecole. 

Una data tecnica spettroscopica sarà adatta a studiare alcuni composti o specie 

chimiche ma non sarà utile per investigare su altri composti. Per valutare lõutilit¨ 

di una tecnica spettroscopica, è necessario conoscerne i limiti, cioè la sensibilità, 

la selettività e la risoluzione. 

I campioni biologici contengono un gran numero di composti in concentrazioni 

che variano dalle singole molecole a concentrazioni dellõordine delle millimole. 

Perciò, è utile considerare la sensibilità di una tecnica spettroscopica, cioè la 

capacità di rivelare piccole quantità o concentrazioni di un composto e la 

selettività cioè la capacità di distinguere differenti composti (risoluzione 

spaziale). In genere la sensibilità e la selettività di una tecnica spettroscopica 

sono caratteristiche dellõapparato sperimentale adoperato.  

I metodi caratterizzati da unõelevata sensibilit¨ permettono lõindividuazione di 

piccole concentrazioni di una specie chimica. Attualmente i metodi più sensibili  
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consentono lõosservazione di singole molecole (mediante la fluorescenza o la 

spettrometria di massa).  

La selettività permette di identificare e caratterizzare una data specie chimica in 

presenza di altre, ma potrebbe rappresentare una limitazione nel caso in cui 

poche specie chimiche possono essere individuate. 

In questo capitolo verranno descritte solo alcune delle tecniche di spettroscopia 

che trovano applicazione in campo biologico [6]. 

 

 

2.2 Biocristallografia a raggi X 

 

La scoperta dei raggi X da parte di Röntgen(1845-1923) nel 1895, seguita dalla 

dimostrazione nel 1911 che vengono diffratti da parte della materia condensata, 

ha posto le basi per lo sviluppo della cristallografia. 

In particolare la biocristallografia è una tecnica sperimentale che permette di 

determinare la disposizione nello spazio degli atomi di cui sono costituite le 

macromolecole biologiche, siano esse proteine, zuccheri, DNA o addirittura 

virus. La prima struttura cristallografica osservata fu quella della mioglobina di 

capodoglio nel 1958. Lõuso di questa tecnica in biologia ¯ stato reso possibile 

grazie allo sviluppo di tecniche per lõottenimento di cristalli proteici, di sorgenti 

e di rivelatori di raggi X.  

Lõanalisi cristallografica tramite diffrazione di raggi X pu¸ essere paragonata ad 

una speciale forma di microscopia. Nel caso della microscopia ottica, il 

campione, per esempio una cellula, è illuminato con radiazione elettromagnetica 

nella banda del visibile a lunghezze dõonda adatte a risolverne i particolari 

considerati fini a livello microscopico (il nucleo di una cellula ha dimensioni 

caratteristiche dellõordine di 500 nm). La risoluzione di un microscopio ottico è  
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limitata dalla lunghezza dõonda della radiazione usata in quanto non possono 

essere risolte distanze che sono inferiori in maniera significativa alla lunghezza 

dõonda della radiazione che illumina il campione. Al contrario, i raggi X, apparte- 

nenti alla zona dello spettro elettromagnetico con lunghezze dõonda prossime a 

1 Å, permettono di risolvere i singoli atomi di una macromolecola (la struttura a- 

tomica di una macromolecola ¯ caratterizzata da distanze biatomiche dellõordine 

dellõÅ) individuandone la posizione con una precisione dellõordine di 0.1 Å nel 

contesto della struttura tridimensionale, per esempio di una proteina [7]. 

 

 

 

2.2.1 Diffrazione dei raggi X 

 

I raggi X sono prodotti dal frenamento in un materiale pesante (anodo o 

anticatodo) di elettroni accelerati da d.d.p. superiori a qualche migliaio di Volt 

oppure quando un elettrone compie una transizione verso uno dei livelli 

energetici più interni di un atomo. 

La diffrazione di raggi X da parte di cristalli proteici è una delle tecniche 

utilizzate per determinare la struttura tridimensionale di una proteina.  

Quando un fascio di raggi X di lunghezza dõonda ǩ è inviato su un campione di 

proteina, una parte del fascio lo attraversa, una piccola frazione viene diffusa 

dagli atomi del campione. Più precisamente, gli elettroni che circondano ogni 

singolo nucleo si comportano come dipoli oscillanti, emettendo radiazione 

elettromagnetica di lunghezza dõonda ǩ in tutte le direzioni. Quindi, il cristallo si 

comporta come un sistema tridimensionale di sorgenti coerenti e nello spazio 

circostante si osserva lõinterferenza delle onde emesse da queste sorgenti.  
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Bragg dimostrò che la dispersione dei raggi X da un cristallo può essere descritta 

come la dispersione dei raggi X da parte di piani paralleli passanti per gli atomi, 

le cui tracce sono dette piani reticolari separati da una distanza d. 

Unõonda piana che incide formando lõangolo Ǧ (angolo di radenza) con un 

insieme di piani reticolari distanti d, vede la serie di atomi, uno per piano 

reticolare, che appartengono ad una retta perpendicolare ai piani reticolari, come 

un reticolo unidimensionale (figura 2.1). 

 

 

 

 

 

 

Fig.2.1: Diffrazione dei raggi X 

 

 

Secondo la legge di Bragg, si ha interferenza costruttiva quando  

 

                               2dsenǦ = mǩ, m=1,2,3, é                                             (2.1) 

 

Per angoli diversi il fascio risulta attenuato o soppresso a causa dellõinterferenza 

distruttiva. Poiché i raggi X interagiscono esclusivamente con gli elettroni nella 

materia, ma non con i nuclei, la determinazione di una struttura tridimensionale 

mediante diffrazione di raggi X ¯ lõimmagine della distribuzione nello spazio 

degli elettroni dellõoggetto in esame. 

La radiazione diffusa da ogni piano avrà una fase differente in quanto ogni onda 

ha percorso un diverso cammino ottico. Senza entrare in merito nei dettagli, si  
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può dire che sulla base del pattern di diffrazione ottenuto dalla diffusione dei 

raggi X da parte della nuvola elettronica degli atomi o delle molecole nel 

cristallo, si può ricostruire la mappa di densità elettronica che fornisce le immagi 

ni delle molecole ingrandite circa cento milioni di volte e da questõultima si 

costruisce un modello della proteina che viene progressivamente affinato per 

ottenere unõaccurata struttura molecolare. 

Lõerrore medio che si pu¸ avere sulle coordinate degli atomi ¯ di 0.3-0.5 Å [8]. 

I raggi X diffratti possono essere registrati mediante opportuni rivelatori. Se si fa 

ruotare il cristallo in un fascio di raggi X, la figura di diffrazione sarà costituita 

da una serie di massimi dõintensità. Dallõanalisi al computer delle macchie di 

diffrazione viene ricostruita la densità elettronica che riflette la struttura della 

molecola. In figura (2.2) ¯ riportato uno schema per lõosservazione di diffrazione 

dei raggi X. 

 

Fig.2.2: Schema dellõapparato per diffrazione dei raggi X 

 

Per effettuare una buona indagine cristallografica è necessario ottenere dei buoni 

cristalli partendo, per esempio, da una soluzione di proteina pura. La proteina  
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comincia a cristallizzare a causa della rimozione dellõacqua della soluzione per 

permettere alle molecole delle proteine di interagire fra loro, formando i cristalli. 

La presenza di proteine contaminanti costituisce un limite per la realizzazione di 

buoni cristalli. Infatti, per ottenere buoni cristalli, sono richieste purezza ed 

omogeneità del campione. La diffrazione ai raggi X richiede, inoltre, cristalli di 

adeguate dimensioni ( 50-100 Ǫm) e con un elevato potere diffrangente, 

questõultimo determinato dal numero di elettroni che circondano il nucleo.  

Il vantaggio di usare un cristallo consiste nella possibilità di ottenere intensità 

della radiazione diffratta più elevate perché ogni cristallo contiene da 1015 a 1016 

molecole disposte nella stessa orientazione e, pertanto, i raggi X diffratti si 

sommano in fase e fanno s³ che lõintensit¨ del segnale di diffrazione sia misurabi- 

le rispetto al rumore di fondo. 

Uno dei limiti di questa tecnica è rappresentato dal fatto che non tutte le 

proteine cristallizzano e, dunque, non sono accessibili a questa tecnica. 

Unõalternativa a questo problema è rappresentata dagli esperimenti di scattering 

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

X Ray Scattering, SAXS-WAXS) da aggregati macromolecolari non cristallini per 

studiare la materia soffice non condensata. 

La risoluzione della cristallografia a raggi X è espressa in Å: più piccolo sarà 

questo valore più elevata sarà la risoluzione e quindi maggiori i dettagli osserva- 

bili. La risoluzione ottenibile con questa tecnica su piccole molecole organiche è 

di circa 1 Å ed è limitata solo dal grado di disordine dei cristalli proteici.  

Un inconveniente che sõincontra quando si utilizzano i raggi X è che questa 

radiazione, avendo una lunghezza dõonda piccola, ha unõenergia elevata che 

potrebbe danneggiare la proteina. Perciò, i cristalli sono raffreddati fino a ð 

150°C [8]. 
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2.2.2 Applicazioni della cristallografia a raggi X in biologia 

 

La cristallografia a raggi X ha dato importanti contributi nei campi della 

mineralogia e della chimica.  

In seguito, lõapplicazione di questa tecnica è stata estesa alla biologia e alla 

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, cioè disporsi in modo regolare 

(periodico) nello spazio. I cristalli di macromolecole biologiche contengono una 

quantità significativa di solvente variabile tra il 40% e il 70%. Per questa ragione 

i cristalli non possono 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 permesso di risolvere la struttura di 

diverse molecole biologiche come il colesterolo (1937), la penicillina (1946), la 

vitamina B12 (1956) e lõinsulina (1969). 

La cristallografia a raggi X si è rivelata uno strumento utile anche in campo 

farmaceutico per la realizzazione di nuovi farmaci. 

Infatti, per sviluppare un farmaco contro un determinato batterio o un virus, è 

necessario individuare una molecola capace di bloccare le proteine coinvolte 

nellõattacco alle cellule umane. Se si ha una conoscenza della struttura precisa 

della proteina, è possibile creare farmaci che si legano ai siti attivi della proteina 

e ne disattivano la funzione dannosa. 

  

 

 

 



 

30 
 

Tecniche spettroscopiche applicate in biologia                                     Capitolo 2 

 

 

2.3 Spettroscopia Raman 

 

Negli ultimi anni la spettroscopia Raman, tradizionalmente impiegata nel campo 

dellõanalisi dei manufatti artistici, ha attratto lõattenzione come nuovo strumento  

non invasivo e non distruttivo per lõanalisi dei tessuti perché utilizza sorgenti 

laser a bassa intensità e, dunque, è adatta per effettuare misure in vivo.   Lõelevata  

selettività di questa tecnica permette di identificare specie chimiche differenti 

nella struttura molecolare e non solo nella composizione. 

Gli spettri Raman consentono di individuare variazioni nella struttura 

biochimica dei tessuti dovute a processi patologici o allõinvecchiamento. Uno dei 

tessuti maggiormente investigati è la pelle [9]. 

Infatti, lõidea alla base di questa tecnica è che la progressione di molte patologie 

causa una variazione nel contenuto molecolare delle cellule che dà luogo ad un 

diverso pattern di segnali, che è in grado di mettere in evidenza la presenza o la 

variazione nel contenuto di una delle componenti molecolari del campione 

analizzato.  

La spettroscopia Raman rappresenta uno strumento alternativo alla risonanza 

magnetica nucleare, utile per condurre studi sulle molecole rilevanti dal punto di  

vista medico 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 proteine ed il DNA. Per 

esempio, è stata applicata allo studio della struttura secondaria delle proteine e 

delle variazioni conformazionali nelle proteine dovute allo stress. 
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2.3.1 Considerazioni di base 

 

La tecnica Raman sfrutta un fenomeno fisico scoperto nel 1928 dal fisico 

indiano e premio Nobel Chandrasekhara Venkata  Raman (1888-1970). Egli 

scoprì che una piccola parte della radiazione diffusa da certe molecole aveva 

energia diversa da quella della radiazione incidente e che la differenza di energia 

era legata alla struttura chimica delle molecole responsabili della diffusione. 

Il principio su cui si basa la tecnica Raman è la diffusione di una radiazione 

monocromatica incidente sul campione. Considerando lõinterazione radiazione 

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, cioè senza trasferimento 

netto di energia, i fotoni diffusi hanno la stessa energia di quelli incidenti; questo 

fenomeno ¯ noto come diffusione Rayleigh e costituisce lõevento pi½ frequente. 

2) - Se la diffusione ¯ la conseguenza di unõinterazione anelastica, ovvero cõ¯ un 

trasferimento di energia tra il fotone incidente e la molecola, si ha lo scattering 

Raman, che avviene su un numero limitato di eventi, circa 1 su 106 [10]. 

Sia nelle interazioni elastiche che generano la diffusione Rayleigh sia in quelle 

anelastiche si può immaginare che le molecole colpite passino ad uno stato 

intermedio virtuale ɌǷv da cui decadono, emettendo fotoni.  

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

energia ɌǷi con una molecola in un livello di energia Ei, (fig.2.3) si hanno due 

possibilità: 

1) - A causa della collisione, il fotone diffuso ha unõenergia ɌǷs minore di quella 

del fotone incidente e la molecola passerà ad un livello di energia più elevato Ef 

tale che: 
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Figura 2.3: Diagramma schematico del diagramma dei livelli nello scattering 
 Raman. Urto di un fotone con una molecola nel livello Ei (a). Il fotone diffu- 
 so ha energia minore di quello incidente (b). Il fotone diffuso ha energia mag 

             giore di quello incidente (c) ] v indica il livello virtuale [11]. 

 

 

                                             Ɍ(Ƿf ð Ƿi) = Ef ðEi>0                                       (2.2) 

 

2) - Se la molecola si trova in uno stato vibrazionale eccitato, il fotone incidente 

ɌǷi potrebbe guadagnare energia e il fotone diffuso avr¨ unõenergia ɌǷas più 

grande di quella del fotone incidente, tale che 

 

                                              ɌǷas=E ið Ef+ɌǷi                                                    (2.3) 

 

La differenza di energia si manifesta come energia vibrazionale, rotazionale o 

elettronica della molecola [11]. 

In maniera più rigorosa, si può dire che lo scattering Raman ha origine da 

variazioni della polarizzabilità delle molecole indotte da quasi particelle (fononi 

ottici, plasmoni, eccitazioni elettricheé). Nella descrizione quantistica, le 

vibrazioni delle molecole sono quantizzate e il processo di scattering è interpreta 
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to come la creazione o lõannichilazione di eccitazioni vibrazionali, cio¯ di fononi 

da parte dei fotoni. 

In questo caso la geometria dello scattering è determinata dalla conservazione 

della quantità di moto (fig.2.4): 

 

                                           ɌǷi = ɌǷs ɌÝ 

                                           Ɍki =Ɍks  Ɍq                                                     (2.4) 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.4: Conservazione del momento per un processo di scattering con generazione di un 
fonone. ki, ks, q sono i vettori dõonda rispettivamente del fotone incidente, del fotone diffuso e 
del fonone [12]. 
 

 

Gli indici i ed s si riferiscono rispettivamente alla radiazione incidente e diffusa; 

il segno + si riferisce alla emissione del fotone, il segno ɀ allõassorbimento del 

fotone. Lõenergia della radiazione diffusa sar¨ superiore o inferiore rispetto a 

quella della radiazione incidente, a seconda che la quasi particella sia assorbita o 

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

scattering Stokes. 

Una vibrazione può contribuire allo scattering Raman solo se induce una 

variazione nella polarizzabilità. In virtù di queste considerazioni, lo spettro 

Raman di una molecola sarà caratterizzato da tre tipi di segnali: 
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la radiazione Rayleigh che è la più intensa dello spettro ed ha la stessa energia e 

la stessa lunghezza dõonda della radiazione incidente; i segnali corrispondenti alle 

linee Stokes alla frequenza Ƿi  Ƿs; i segnali corrispondenti alle linee Anti Stokes 

alla frequenza Ƿi+Ƿas [12]. 

Lõintensit¨ di una linea Raman alla frequenza Stokes o Anti Stokes è determinata 

dalla popolazione del livello iniziale Ei, dallõintensit¨ del fascio laser incidente IL 

e dalla sezione dõurto ǱR ( i fO ) per una transizione Raman (Ei EOf ): 

 

                                 Is= N i(Ei)ǱR ( i fO )IL                                                    (2.5)                 

 

La densit¨ di popolazione allõequilibrio termico segue la distribuzione di Bol- 

tzmann: 

                                    . %ȟÖȟÊ ÇÅ                                                  (2.6) 

 

con  . В. 

nella quale gi sono i pesi statistici che dipendono dallo stato vibrazionale v, dallo 

stato rotazionale caratterizzato dal numero quantico j; Z è la funzione di 

partizione 

 

: ÇÅ  

 

ed è tale che sia  В. ÖȟÊ . 

Nel caso di radiazione Stokes lo stato iniziale delle molecole potrebbe essere lo 

stato vibrazionale fondamentale, mentre nel caso della radiazione Anti- Stokes le 
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molecole si trovano in uno stato vibrazionale eccitato. Poiché la densità di 

popolazione ¯ pi½ bassa nei livelli eccitati, lõintensità delle linee Anti Stokes è 

minore di quella delle linee Stokes. 

Si può dimostrare che la sezione dõurto per il processo Raman ¯ data dalla 

seguente formula: 

                                  ʎ ÉO Æ
̣
В
ộ ỚἭ░ộ ỚἭἻ ộ ỚἭ░ộ Ớ▄

        (2.7) 

 

in cui ei ed es sono i versori che caratterizzano la polarizzazione del fascio 

incidente e di quello diffuso rispettivamente.   

La sezione dõurto di scattering dipende dagli elementi di matrice del tensore 

polarizzabilità (tensore di rango due) e dalla frequenza di scattering  . 

La sommatoria si estende su tutti i livelli molecolari j accessibili attraverso 

transizioni ad un fotone dallo stato i. 

Le sezioni dõurto per il processo di scattering Raman spontaneo sono molto 

piccole dellõordine di ρπ cm2, quindi i segnali Raman sono molto deboli. 

Infatti, dei 106 - 108 fotoni incidenti, solo uno subisce lo scattering Raman [11]. 

Unõalternativa ¯ quella dõusare lo scattering Raman Risonante (SRS), in cui la 

frequenza del fascio di eccitazione ǷL coincide con la frequenza di uno stato 

eccitato dellõanalita. In questa modo, la sezione dõurto aumenta in maniera 

considerevole ed il segnale Raman è incrementato di un fattore 103-107. 

Nello scattering Raman Risonante solo alcuni modi vibrazionali sono rafforzati, 

quindi scegliendo opportunamente la lunghezza dõonda del laser, si possono stu-

diare solo i modi vibrazionali di interesse biologico. Per i campioni biologici è  

opportuno utilizzare radiazione laser nel vicino infrarosso rispetto ai laser che e- 

mettono nellõultravioletto in quanto questi ultimi possono produrre un fondo di 

fluorescenza che rende il segnale Raman difficile da rivelare. La spettroscopia Ra 
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man Risonante è stata applicata in biologia per sondare la distribuzione a livello 

molecolare dellõemoglobina allõinterno delle cellule parassite [10]. In un 

esperimento Raman si misura la differenza tra la frequenza della radiazione 

diffusa e la frequenza della radiazione incidente. In figura 2.5 è mostrato un 

esempio di apparato sperimentale utilizzato per osservare lo scattering Raman 

mentre in figura 2.6 viene riportato lo spettro caratteristico dellõeffetto Raman. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.5: Schema di spettrometro Raman. Il filtro rimuove la componente 

             della radiazione diffusa elasticamente. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.6: Spettro caratteristico effetto Raman 
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Le informazioni che si possono ottenere dallo spettro Raman di una 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 diagnostico per lõindividuazione qualitativa dei composti presenti allõinterno 

del campione 

Le righe Anti-Stokes hanno intensità molto basse per poter essere rivelate e 

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

con lõintensit¨ delle linee Stokes. La radiazione Rayleigh non fornisce alcuna 

informazione sul campione perch® nel processo di scattering non cõ¯ variazione 

di energia.  

 

 

 

2.4 Risonanza Magnetica Nucleare (NMR) 

 

La spettroscopia di risonanza magnetica nucleare sfrutta la differenza di energia 

che i vari stati di spin nucleare possono assumere in presenza di un campo 

magnetico e può fornire numerose informazioni sulla struttura di molecole 

organiche. 

Dalla meccanica quantistica risulta che il momento angolare di spin di un nucleo 

è quantizzato. Il numero quantico di spin vettoriale si indica con I  e il suo 

modulo è quantizzato e vale: 

 

                                                 I= )) ρü                                              (2.8) 
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Il valore di I vale multipli dispari di ½ per nuclei che possiedono un numero di 

massa A dispari (1/2 per 1H,13C,19F; 3/2 per 11B,23Na) e vale multipli interi di 1 

per nuclei che possiedono numero di massa pari e carica nucleare dispari. 

Invece, i nuclei con numero di massa pari e con carica nucleare pari non hanno 

momento angolare di spin. 

Con la spettroscopia a NMR si possono osservare solo gli atomi 

magneticamente attivi, cioè aventi momento di spin nucleare non nullo. La 

teoria quantistica richiede che sia quantizzata anche lõorientazione nello spazio 

del vettore momento angolare di spin e questo vettore può assumere 2I+1 

orientazioni definite dal numero quantico di spin m. Questo numero può 

assumere i valori -I, -I+1, é, I-1, I. Per ogni orientazione m rappresenta la 

componente del vettore I lungo lõasse z: 

                                                 

                                                 Iz= mţ                                                         (2.9) 

 

Poiché il nucleo possiede una carica elettrica positiva, il moto di rotazione del 

nucleo intorno al suo asse produce un momento magnetico: 

 

                                            Ǫ = gNǪNI= ǡNI                                                (2.10) 

   

in cui ǪN è il magnetone nucleare (5,050824*10-27 ὐὝ    e gN  e  ǡN sono costanti 

caratteristiche dette rispettivamente fattore g-nucleare e rapporto giromagnetico. 

Il rapporto giromagnetico è una caratteristica intrinseca del nucleo e può essere 

solo misurato ma non previsto teoricamente. 

Il nucleo di idrogeno 1H ¯ il nucleo pi½ usato per lõNMR perch® ha il rapporto 

giromagnetico più elevato di tutti i nuclei stabili ed abbondanza isotopica del 

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

giromagnetico inferiore a quello dellõ1H ma è molto presente nei sistemi  
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biologici. Gli isotopi più importanti per i biologi sono lõ14N, lõ15N e il 19F perché 

possono essere sostituiti con lõidrogeno in sistemi di interesse biologico.  

La proporzionalità tra momento magnetico e momento di spin vale anche per le 

loro componenti lungo lõasse z, come si può osservare dalla figura 2.7 [13]: 

 

                                   Ǫz = ǡNIz = mǡNţ                                                      (2.11) 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.7: vettori di momento magnetico e momento di spin e 

                       rispettive componenti lungolõasse z 
 

 

I nuclei dotati di momento magnetico si possono visualizzare come aghi 

magnetici, capaci di orientarsi in un campo magnetico esterno B. 

Secondo la meccanica quantistica un nucleo di spin ½ può assumere rispetto ad 

un campo costante B due direzioni, una parallela (che chiamiamo stato ǟ) e lõal- 

tra antiparallela a B (che chiamiamo stato Ǡ). In figura 2.8 sono riportate le 

orientazioni dei due stati ǟ e Ǡ in un campo magnetico. 

Lõenergia di un nucleo in un campo magnetico ¯ data dallõinterazione tra 

momento magnetico e campo magnetico esterno: 

 

                                            E= Ǫ·B= ǡNI ·B                                          (2.12) 
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Figura 2.8: Orientazione degli stati di spin di un nucleo di spin ½ in un campo magnetico 

 

 

 Lungo lõasse z del campo magnetico: 

 

                                            E= ǪzB= mǡNţB                                        (2.13) 

 

e, quindi, la differenza di energia tra i due stati di spin  è 

 

                                       ῳE= ǡNţB                                                           (2.14) 

 

 

In assenza di campo magnetico i due stati di spin sono degeneri cioè hanno la 

stessa energia; se si applica un campo magnetico esterno i due stati sono 

caratterizzati da energie diverse come si può osservare nella figura 2.9. In questo 

caso lo stato ǟ assume unõenergia minore dello stato Ǡ e, quindi, questo tipo di 

spettroscopia sfrutta il passaggio del nucleo tra gli stati ǟ e Ǡ. 
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Figura 2.9: Livelli energetici degli stati di spin nucleare in presenza di un campo magnetico 

 

La differenza di energia tra i due stati è direttamente proporzionale alla intensità 

del campo elettromagnetico esterno e a ǡN. 

La presenza del campo magnetico è tale che i nuclei oltre a ruotare intorno al 

proprio asse, descrivano un moto di precessione intorno al campo magnetico 

applicato con una frequenza detta frequenza di Larmour 

 

                                               ǫ0 = ǡNB/2Ǯ                                                  (2.15) 

 

Fornendo energia al sistema sotto forma di radiazione elettromagnetica alla 

frequenza di Larmour della particella in esame, si inducono transizioni tra i due 

stati di spin. La condizione di risonanza data da 

  

                                                    B=hǫ0/ǡN                                                      (2.16) 

 

Questa condizione si ottiene sia variando la frequenza della radiazione incidente 

sia lõintensit¨ del campo applicato. Il segnale di RM risulta dalla differenza tra 

lõenergia assorbita dai nuclei per effettuare una transizione dallo stato energetico  
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inferiore a quello superiore e lõenergia che essi emettono in maniera simultanea 

nella transizione di ritorno alla condizione di equilibrio [13]. 

La differenza di spin (Nǟ - NǠ) genera nellõinsieme degli spin nucleari un vettore 

di magnetizzazione M , dato dalla somma vettoriale dei momenti magnetici 

associati ai singoli nuclei, che precede intorno a B0 alla frequenza di Larmor, 

come si può osservare nella figura 2.10.  

 

 

 

 

 

 

Figura 2.10: Precessione del vettore di magnetizzazione M di un 
                        insieme di spin nucleari intorno ad un campo statico B0 

 

 

Se B0 ¯ orientato lungo lõasse z, le componenti della magnetizzazione sono: 

 

                                           Mz=M e Mxy=0                                                (2.17) 

 

Infatti, in condizioni di equilibrio Nǟ>>N Ǡ e potendo i singoli momenti 

magnetici assumere solo due orientazioni rispetto al campo magnetico applicato,  

il vettore di magnetizzazione macroscopica M  risulterà parallelo alla direzione 

del campo magnetico applicato. 
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Invece, a causa dello sfasamento dei singoli momenti magnetici durante il moto 

di precessione intorno a B0, la somma delle loro componenti perpendicolari a B0 

risulta nulla. 

Per diversi nuclei, la condizione di risonanza si ottiene per differenti valori del 

rapporto campo/frequenza in corrispondenza dei quali si verifica un assorbi- 

mento dellõenergia assorbita dalla radiazione elettromagnetica. 

La radiazione elettromagnetica può essere applicata sottoponendo gli spin ad un 

campo magnetico B1, oscillante su un piano perpendicolare a B0. La risonanza è 

indotta inviando un impulso a radio frequenza, cioè applicando il campo 

magnetico B1 per un tempo definito. Si utilizzano impulsi brevi, della durata dei 

microsecondi, e molto potenti in modo da eccitare simultaneamente i nuclei 

magneticamente attivi del campione. In questa maniera si induce una coerenza 

di fase nel moto di precessione dei nuclei intorno alla direzione di B0, cioè i nu-

clei precedono tutti con la stessa fase ed a livello macroscopico si ha la 

comparsa di una componente trasversale della magnetizzazione. 

Il campo B1 interagisce con la magnetizzazione M  e causa una variazione della 

sua orientazione rispetto a B0. Quando lõapplicazione dellõimpulso cessa, la 

magnetizzazione continua a precedere intorno a B0, cambiando nel tempo lõan- 

golo di precessione fino a tornare allõequilibrio [14]. 

Nel suo moto di ritorno allõequilibrio, la variazione della magnetizzazione induce 

in una bobina ricevente un segnale elettromagnetico chiamato segnale di 

decadimento libero (FID, dallõinglese Free Induction Decay). Si tratta di un segnale 

(fig. 2.11) dipendente dal tempo che fornisce informazioni sulla dinamica con 

cui la magnetizzazione torna allõequilibrio. 
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Figura 2.11: Esempio di FID (Free Induction Decay) 

 

 

Il ritorno allõequilibrio avviene con costanti di tempo caratteristiche T1 e T2. 

T1 (tempo di rilassamento longitudinale) indica la costante di tempo con la quale 

la componente Mz torna allõequilibrio e misura lõefficienza con cui i nuclei 

scambiano lõenergia assorbita dalla radiazione elettromagnetica con le molecole 

vicine. T2 (tempo di rilassamento trasversale) è la costante di tempo con la quale 

la componente trasversale Mxy torna a zero. Essa misura lõefficienza con cui gli 

spin perdono la coerenza di fase indotta nei loro moti di precessione 

dallõimpulso a radiofrequenza [14]. 

La figura 2.12 mostra lo schema a blocchi di uno spettrometro NMR; esso 

consiste di un magnete nel cui centro si trova una sonda (probe), schematizzata 

nella figura 2.13, nella quale si inserisce il campione. 
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Figura 2.12 Schema a blocchi di uno spettrometro NMR [13] 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.13: Particolare della disposizione del magnete, del tra- 

                        smettitore e del ricevitore 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 ad entrambi misura la tensione indotta dalla variazione di magnetizza  

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

amplificatore e, quindi, ad un computer [13]. 
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2.4.1 Sensibilità della NMR  

La differenza di energia tra i due stati di spin è molto piccola rispetto a quelle in 

gioco nella spettroscopia UV e IR, perciò le frequenze usate sono molto minori 

dellõordine dei MHz, nel campo delle radioonde, mentre nellõIR e nellõUV le 

lunghezze dõonda sono rispettivamente dellõordine dei Ǫm e dei nm. 

Se la differenza tra gli stati di energia ǟ e Ǡ ¯ molto piccola, il numero di nuclei 

Nǟ nello stato ǟ sarà molto simile a quello dei nuclei nello stato Ǡ (NǠ) come 

conseguenza della legge di Boltzmann 

 

                                  Nɻ/N ɼ = exp (-ɝE/ kT)                                             (2.18) 

 

con ǃE<<kT. 

Per queste ragioni, ¯ difficile rivelare lõassorbimento di radiazione. Ciò significa 

che le concentrazioni delle specie da osservare devono essere relativamente 

elevate. La sensibilità di rivelazione dipende dalle caratteristiche dei nuclei da os- 

servare e dalla loro abbondanza naturale. 

In generale, la sensibilità della risonanza magnetica nucleare è molto bassa. Infat 

ti, se i nuclei nello stato ǟ assorbono fotoni passando allo stato Ǡ, i nuclei nello 

stato Ǡ emettono fotoni per emissione stimolata e passano allo stato ǟ. 

Lõassorbimento netto di radiazione elettromagnetica dipende dal piccolo eccesso 

di nuclei nello stato ǟ rispetto a quelli nello stato Ǡ.   

Dalle relazioni (2.14) e (2.18) nellõipotesi che sia ῳEḺkT, la sensibilità di questa 

tecnica è data dalla relazione: 

 

                                               ḙ
ü

                                              (2.19) 

La sensibilit¨ aumenta allõaumentare dellõintensit¨ del campo magnetico appli- 

cato e, quindi, allõaumentare della differenza di energia tra i due stati di spin. 
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Inoltre, i nuclei con un rapporto giromagnetico elevato sono più sensibili dei 

nuclei con un rapporto giromagnetico più basso. 

 

 

2.4.2 Spostamento chimico 

 

Il campo magnetico esterno induce un movimento degli elettroni allõinterno 

della nube elettronica che circonda i nuclei. Questo movimento genera un 

campo magnetico che allõinterno della nube elettronica si oppone al campo 

magnetico applicato (il nucleo è schermato), mentre intorno alla nube elettronica 

si somma al campo applicato (il nucleo è deschermato) (fig.2.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2.14: La nube elettronica genera un proprio campo magnetico opposto 
al campo magnetico applicato allõinterno della nube e concorde allõesterno della 

           nube. 

 

La differente densità elettronica in prossimità di nuclei di uno stesso elemento è 

tale che a parità di frequenza della radiazione incidente, nuclei chimicamente 

diversi risuonano a frequenze leggermente diverse. 

Quindi, i nuclei circondati da una densità elettronica elevata risuonano a 

frequenze inferiori rispetto a quelli circondati da una bassa densità elettronica. 
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La frequenza di risonanza dei nuclei è collegata alla struttura chimica della 

molecola. 

Lõeffetto di schermo ¯ proporzionale allõintensit¨ del campo magnetico esterno, 

ma la variazione della frequenza di risonanza è osservata indipendentemente 

dalla intensità del campo magnetico esterno. 

Infatti, lõeffetto di schermo può essere espresso come una variazione relativa 

della frequenza di risonanza rispetto ad una frequenza di riferimento e, quindi il 

ò chemical shift ò è dato da: 

 

                                                        ρπ                                                   (2.20) 

           

in cui ǫref è la frequenza del composto standard, ǫ è la frequenza di risonanza. Lo 

spostamento chimico è misurato in unità di parti per milione (ppm). Il fattore 

106 è necessario perché gli spostamenti chimici sono molto inferiori rispetto alla 

frequenza di risonanza. Il composto di riferimento generalmente usato è il 

Trimetilsano (TMS). Lo spostamento chimico dei nuclei nelle proteine dovrebbe  

fornire informazioni sulla struttura delle proteine, anche se gli spostamenti 

chimici da soli non sono sufficienti a dare questo tipo di informazione [6]. 

 

 

 

2.4.3 Applicazioni in biologia della NMR 

 

La spettroscopia di risonanza magnetica nucleare si è rivelata uno strumento 

utile per i biologi per la comprensione e la determinazione delle strutture tridi- 

mensionali delle proteine e degli acidi nucleici perché permette di studiare queste  
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macromolecole in soluzione. La conoscenza della struttura delle macromolecole 

in soluzione è importante se si pensa che i fluidi biologici come la saliva, i succhi 

gastrici e il sangue sono soluzioni proteiche in cui le proteine svolgono la loro 

funzione biologica. Inoltre, lo studio del campione in soluzione dà la possibilità 

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

il pH, in modo da simulare un determinato fluido biologico. 

Oppure si possono effettuare studi sui campioni in condizioni estreme, non 

biologiche, per studiare effetti come la denaturazione. A differenza della 

cristallografia a raggi X che permette anchõessa lo studio della struttura 

tridimensionale delle proteine, la NMR non richiede la cristallizzazione delle 

proteine cosa difficile da ottenere e, quindi, può essere una metodologia 

disponibile per il loro studio. 

Un grosso vantaggio dellõapplicazione di questa tecnica allo studio delle cellule è 

rappresentato dalla non invasività perché non causa una perturbazione 

dellõambiente cellulare. Perci¸, è utile per studiare i sistemi cellulari in condizioni 

prossime a quelle naturali [15]. 

Unõulteriore applicazione della risonanza magnetica nucleare ¯ in ambito medico 

in quanto fornisce immagini molto buone dei tessuti ed è in grado di distinguere 

tra i vari tipi di tessuto. I protoni sono i nuclei principali utilizzati per discri- 

minare i vari tessuti in quanto questi ultimi contengono diverse quantità di acqua  

e, quindi, la densità dei protoni varia. La densità dei protoni è utilizzata per 

ricostruire le immagini [6]. 
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Capitolo 3 

La tecnica di pompa e sonda 

 
3.1 Considerazioni generali 

 

Lo studio delle reazioni chimiche e biologiche richiede spesso una risoluzione su 

scale di tempo abbastanza veloci tali da seguire lõevoluzione delle molecole 

attraverso la loro struttura iniziale, intermedia e finale. 

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

da secondi a femtosecondi (1fs=10-15s) anche lõinvestigazione sperimentale deve 

essere altrettanto veloce. 

Lõobiettivo di molti scienziati ¯ cercare di capire a livello molecolare i processi 

relativi alla fotobiologia e alla radiobiologia che, generalmente, coinvolgono 

specie a vita molto breve. 

Una maniera di avvicinarsi a queste specie chimiche a vita breve è usare tecniche 

spettroscopiche risolte in tempo. Queste tecniche sono complementari rispetto 

ai metodi di analisi stazionari, tuttavia consentono di avere una comprensione 

migliore degli effetti della radiazione sulle molecole biologiche [16]. 

In generale, la spettroscopia risolta in tempo studia lõevoluzione temporale dei 

processi di emissione, assorbimento o scattering per ottenere informazioni sulla 

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

nelle reazioni chimiche sono estremamente rapidi e avvengono su scale 

temporali dellõordine dei picosecondi e dei femtosecondi. Per studiare questi 

moti è necessario utilizzare strumenti che forniscano una opportuna risoluzione 

temporale. I laser pulsati ultraveloci hanno permesso di esplorare questi domini 

temporali, che non potevano essere osservati direttamente con le tecniche 

adottate in passato come stopped flow (1940) e flash fotolisi (1950) che raggiungeva-  
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no risoluzioni temporali rispettivamente dei millisecondi e dei nanosecondi. 

La spettroscopia laser risolta in tempo può essere classificata mediante vari crite- 

ri come lõordine di risposta ai campi applicati, le tecniche in risonanza e fuori 

risonanza e la risoluzione temporale. La classificazione più semplice si basa sulla 

risoluzione temporale determinata dalla durata degli impulsi laser utilizzati.  

Da qui la distinzione tra spettroscopia ai nanosecondi (10-9s), ai picosecondi (10-

12 s), ai femtosecondi (10-15s) e agli attosecondi (10-18 s). 

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 metodi pump and probe, i metodi basati sullo scattering 

Raman non lineare, gli echi fotonici [17].  

In questo capitolo verrà trattata in maniera più diffusa la tecnica di pompa e 

sonda ed in particolar modo quella in assorbimento transiente ai femtosecondi 

perché è utilizzata per studiare la fotofisica e la fotochimica 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 Princìpi di base 

Lõavvento dei sistemi laser ultraveloci che generano impulsi della durata dei 

femtosecondi (10÷100 fs) o quelli di ultima generazione che producono impulsi 

della durata degli attosecondi (ρπ s) ha aperto una nuova area di ricerca 

nellõambito della spettroscopia risolta in tempo e ha permesso di studiare 

processi foto indotti ultra veloci, come transizioni rotazionali e vibrazionali, foto 

dissociazione e foto ionizzazione i cui tempi caratteristici sono dellõordine di 0.1-

1 ps e trasferimenti elettronici e protonici che avvengono su scale di tempo dei 

femtosecondi [18,19,20]. 

I sistemi di rivelazione optoelettronici, come i fotodiodi veloci, raggiungono una 

risoluzione temporale dellõordine di 10-10 s che non è sufficiente per studiare le 

dinamiche di numerosi processi non stazionari.  Un modo per aumentare la 

risoluzione temporale è quello di usare una streak camera4 come rivelatore per 

raggiungere una risoluzione dellõordine di qualche picosecondo.  

Finora non è stato sviluppato alcun rivelatore in grado di misurare direttamente 

le dinamiche dei processi della durata dei femtosecondi. La risoluzione tempora- 

le insufficiente dei rivelatori è la ragione per la quale si ricorre al metodo di 

pompa (pump) e sonda (probe), che permette di superare tale limitazione. In que- 

sto metodo non è necessario che il rivelatore sia caratterizzato da un tempo di 

risposta ultraveloce per registrare le dinamiche di questi fenomeni [17]. 

Gli impulsi laser ultra brevi possono avere unõelevata potenza di picco anche per 

basse energie dellõimpulso. Perci¸, gli effetti dellõintensit¨ possono manifestarsi a  

 
4La streak camera è uno strumento per misurare fenomeni luminosi ultraveloci con una 
risoluzione temporale di qualche ps. In breve, gli impulsi luminosi attraversano una fenditura e 
sono focalizzati su un fotocatodo dove, per effetto fotoelettrico, sono convertiti in un impulso 
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 riflette il profilo temporale 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 soglia di danneggiamento del campione. 

La breve durata degli impulsi e la potenza di picco elevata sono le due principali 

caratteristiche degli impulsi laser ultra brevi che sono importanti nellõanalisi del  

comportamento del campione sottoposto alla perturbazione della radiazione 

luminosa [21]. Il principio di base è molto semplice ed è illustrato nella figura 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Principio di base della tecnica pump probe [22]. 

 

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

òpompaó (pump) che perturba il campione e un secondo impulso, detto di 

òsondaó (probe o test) che è inviato sul campione con un ritardo variabile † ri 

spetto al primo. Lõimpulso di pompa eccita il campione e questa eccitazione pro- 

duce la variazione di una sua propriet¨ ottica. Lõimpulso di sonda monitora le 

variazioni indotte nel campione dallõimpulso di pompa. 

Lõidea sulla quale si basa questa tecnica ¯ che rivelando lõimpulso di sonda dopo 

lõinterazione con il campione o un effetto indotto dallõinterazione degli impulsi 

di pompa e sonda con il campione, si possa monitorare la variazione di una 

proprietà del materiale allõistante †. 

Mediante questa tecnica si possono studiare diverse proprietà 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 trasmissione che forniscono dati sulle variazioni dellõassorbimento risol- 

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

di energia foto eccitati. 

- Misure di riflettività che possono dare informazioni analoghe al metodo 

precedente, ma sono pi½ sensibili alle variazioni dellõindice di rifrazione.  

- Misure di fluorescenza che permettono di monitorare lõoccupazione degli stati. 

- Misure dicroismo e di birifrangenza che danno informazioni rispettivamente sullõas- 

sorbimento anisotropo e sullõindice di rifrazione anisotropo, cio¯ sulla loro 

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

bimento (nellõindice di rifrazione) indotte da un impulso di pompa polarizzato 

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

- Misure sulla variazione dellõindice di rifrazione sensibili non solo a variazioni della 

riflettività ma anche a metodi di rivelazione interferometrici [22]. 

Se gli impulsi di pompa e di sonda hanno la stessa lunghezza dõonda, si ha una 

spettroscopia pump probe degenere, quando invece i due impulsi hanno frequenze 

differenti si ha una spettroscopia non degenere [17]. 

In figura 3.2 sono riportati gli schemi semplificati della tecnica pump - probe in  

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

 

  (a) 
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(b) 

 

Figura 3.2:  Schema semplificato del metodo pump probe in trasmissione degenere (a) ed in 
trasmissione non degenere (b) [17]. 
 

 

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

largo intervallo spettrale impiegando sorgenti di radiazione accordabile, come 

laser accordabili, generatori parametrici (OPG), oscillatori parametrici (OPO), 

amplificatori parametrici (OPA) e generatori di armoniche superiori o sfruttan- 

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

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

sono il quarzo, lo zaffiro, lõacqua e lõacqua deuterata3 [17].  

Nel paragrafo che segue è riportata una descrizione più dettagliata della spet- 

troscopia di assorbimento transiente ai femtosecondi. 

 

 

 

 

 

 

 
3acqua deuterata o pesante: acqua nella cui molecola sono presenti uno o due atomi di deuterio 
D2O. Nellõaspetto ¯ simile allõacqua ordinaria ma la sua densit¨ (1,10 g/ml), il suo punto di 
ebollizione (101,4°C) e di fusione (3,8°C) sono più alti rispetto a quella ordinaria. 
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3.3 Assorbimento transiente ai femtosecondi 

 

Lõassorbimento transiente ai femtosecondi ¯ una tecnica di spettroscopia pump 

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 pigmento-proteine a seguito dellõassorbi- 

mento di radiazione 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 in soluzione sia allo stato solido. Perciò, questa 

tecnica è utilizzata per studiare le proprietà dei sistemi fotobiologici e 

fotochimici, come i sistemi fotosintetici, i materiali fotoconduttivi e i foto 

sistemi biomimetici. 

La tecnica di assorbimento transiente ai femtosecondi è utilizzata per mo- 

nitorare lõevoluzione temporale delle variazioni di assorbanza indotte nel 

campione dallõimpulso di pompa. Si utilizzano due impulsi laser ai femtosecondi: 

un forte impulso monocromatico, detto fascio di pompa (IPump), che serve per 

eccitare il campione in esame ed un secondo impulso di sonda (Iprobe), molto  

meno intenso del fascio di pompa, che arriva sul campione con un ritardo di 

tempo variabile rispetto al primo.  

Lõimpulso di pompa, ultra breve e molto intenso, passa attraverso il campione 

ed eccita una parte delle sue molecole, portandole dallo stato fondamentale 

(Ground state) ad uno stato di energia più alta, in accordo col principio di Franck 

Condon. Nella figura 3.3 è illustrato lo schema delle transizioni energetiche 

indotte dallõimpulso di pompa.  
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Figura 3.3: Schema delle transizioni energetiche indotte dallõ impulso di pompa in una 
 molecola. Lõimpulso di pompa eccita la molecola dallo stato fondamentale ad uno stato   
 elettronico eccitato. Lõimpulso di sonda monitora la popolazione dello stato elettronico 

       eccitato [18]. 

 

 

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

in esame: ci¸ dipende dalla potenza dellõimpulso di pompa e della sezione dõurto 

di assorbimento delle molecole. Lõimpulso di sonda, utilizzato per sondare lõevo-  

luzione temporale dello stato eccitato, passerà attraverso il campione dopo un 

ritardo temporale ǲ rispetto a quello di pompa [18].  

Il ritardo ottico si realizza facendo percorrere al fascio di sonda un cammino 

variabile attraverso una linea di ritardo ottico accordabile. I due fasci, quindi, si 

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

indichiamo con æx la differenza di cammino ottico tra i due fasci, il ritardo 

temporale del fascio di sonda rispetto a quello di pompa sar¨ ǲ=æx/c, in cui il 

denominatore rappresenta la velocit¨ della luce. In presenza dellõimpulso di 

pompa, le misure sono influenzate da effetti coerenti difficilmente analizzabili 

ed ¯ necessario aspettare che lõimpulso di pompa termini prima di analizzarne le 

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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quei processi che sono pi½ lenti della durata dellõimpulso.  Pi½ breve sar¨ la 

perturbazione, più facile sarà capire i processi più rapidi [21]. Consideriamo, 

come esempio, un sistema a tre livelli di energie E0, E1, E2 e densità di 

popolazione rispettivamente N0, N1, N2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4:  tecnica di pompa e sonda in assorbimento per un sistema a tre livelli [11] 

 

 

Se il sistema ¯ eccitato allõistante t0 con un impulso di pompa di elevata intensità 

e frequenza Ƿ = (E1ĬE0)/ɕ risonante con la transizione |0>ɸ|1>, una parte 

delle molecole nello stato fondamentale sarà promossa al livello di energia supe- 

riore. Si osserva una perturbazione della distribuzione di popolazione nei livelli 

energetici. 

Quindi, nello stato eccitato si verificherà un aumento di popolazione che 

tenderà a decrescere nel tempo fino a raggiungere il valore che aveva prima della 

eccitazione. Di conseguenza, ci si aspetta che nel livello più basso E0 ci siano 

meno molecole rispetto a quelle presenti prima dellõeccitazione con lõimpulso di 

pompa. 
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Nel caso in cui lõimpulso di sonda ha una frequenza risonante con la transizione 

|0>ɸ|1> esso monitora lõassorbimento transiente A (E0  E1) che risulterà 

pi½ piccolo dellõassorbimento A0 dellõimpulso di sonda in assenza del fascio di 

pompa. Per ottenere una variazione significativa della popolazione in un livello 

di energia, lõimpulso di eccitazione deve avere una intensit¨ molto vicina 

allõintensit¨ di saturazione IS: 

 

                                                   )   

 

in cui ǫ ¯ la frequenza della radiazione emessa dal laser, tP ¯ la durata dellõim- 

pulso di pompa e Ǳ ¯ la sezione dõurto del campione per il processo di assorbi- 

mento. La tecnica di pompa e sonda sarà tanto più efficace quanto più grande è 

la sezione dõurto [14]. Per ogni ritardo temporale † sono misurate le intensità 

dellõimpulso di sonda con e senza lõimpulso di pompa, indicate rispettivamente 

con  )  e ) ; in questo modo si calcola la variazione dellõassorbanza 

ǃA(ǩ, t) per evidenziare il segnale relativo  agli stati eccitati e la formazione di 

specie foto indotte [11]. 

In questi esperimenti si richiede che gli impulsi di pompa IPump e di sonda Iprobe 

si sovrappongano nello stesso punto allõinterno del campione [18].  

Poich®, lõassorbimento non pu¸ essere misurato direttamente, si monitora 

lõintensit¨ della radiazione I(t). 

Supponiamo che allõistante t0=0 lõimpulso di pompa perturbi il campione, 

mentre allõistante t0+ǲ lõimpulso di sonda attraversi lo stesso campione, con ǲ ac- 

cordabile mediante una linea di ritardo variabile. Per ogni ritardo temporale, il 

rivelatore misura lõintensit¨ trasmessa dellõimpulso di sonda in presenza e in 

assenza dellõimpulso di pompa. 
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In accordo con la legge di Lambert-Beer, lõintensit¨ trasmessa del fascio di sonda 

ad una determinata lunghezza dõonda e in presenza del fascio di pompa sar¨ data 

dalla seguente relazione: 

 

                                ) ʇȟÔ ) ʇ ρπ ȟ                             (3.1)                                         

            
in cui A =ǣcl ¯ lõassorbanza, c ed l sono, rispettivamente, la concentrazione del 

campione e la lunghezza del cammino ottico percorso dal fascio incidente 

allõinterno del campione ed ǣ ¯ il coefficiente di estinzione molare. )  

rappresenta lõintensit¨ del fascio di sonda in assenza del fascio di pompa. 

Lõassorbanza iniziale del campione cambia nel tempo come risultato della foto 

eccitazione causata dallõimpulso di pompa e del conseguente decadimento. 

Perciò A(ǩ,t) ¯ dato dalla somma di due contributi 

   

                                  Aǩ,ǲ=A0ǩ+ǃA(ǩ,t)                                                  

 

in cui A0(ǩ) ¯ lõassorbanza del campione in assenza dellõimpulso di pompa e 

ǃA(ǩ,t) ¯ lõassorbanza differenziale.          

Pertanto, lõintensit¨ trasmessa del fascio di sonda diventa: 

 

Iprobe
pump

ǩ,t=Iprobe
0 ǩĭ10-A0ǩ-ǃAǩ,t 

       

                                                    I0ǩĭ10
-ǃAǩ,t                                      (3.2)        

                          

in cui I0ǩ=Iprobe
0 ĭ 10-A0(ǩ) ¯ lõintensit¨ trasmessa del fascio di sonda in assenza 

dellõimpulso di pompa. 

Dalla relazione (3.2) si ricava che: 
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                                        ǃAǩ,t= log
10

Iǩ,t

I0ǩ
                                            (3.3) 

 

In generale la misura del æA(ǩ,t) è la somma di tre contributi provenienti da 

differenti fenomeni fisici:  

1) Il primo contributo è dato dal Ground state bleaching o segnale di spopolamento 

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

eccitato attraverso lõazione dellõimpulso di pompa, il numero di molecole 

presenti nello stato fondamentale ¯ diminuito. Dopo lõeccitazione, lõimpulso di 

sonda sar¨ meno assorbito nellõintervallo spettrale di assorbimento dello stato 

fondamentale e di conseguenza si osserverà un segnale negativo nello spettro di 

assorbimento transiente nella regione di lunghezze dõonda in cui lo stato 

fondamentale assorbe.  

2) Il secondo contributo ¯ rappresentato dallõemissione stimolata.  Le molecole che 

si trovano in uno stato eccitato possono ritornare nello stato fondamentale. 

Durante lõemissione stimolata un fotone proveniente dallõimpulso di sonda 

induce lõemissione di un altro fotone proveniente dalla molecola eccitata, che 

ritorna allo stato fondamentale. 

Il fotone prodotto dallõemissione stimolata ¯ emesso nella stessa direzione del 

fotone di sonda e, quindi, sono rivelati entrambi. 

Lõemissione stimolata avviene per transizioni permesse ed ha un profilo spettrale 

che segue lo spettro di fluorescenza del cromoforo eccitato, cioè è spostato a 

energie più basse rispetto al bleaching dello stato fondamentale. 

Comunque, lõintensit¨ dellõimpulso di sonda è così debole che la popolazione 

dello stato eccitato non è modificata in maniera apprezzabile da questo 

processo. Lõemissione stimolata d¨ luogo ad un aumento dellõintensit¨ della 

radiazione sul rivelatore, corrispondente ad un ǃA negativo.   




