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METODI SPETTROSCOPICI: 
UTILIZZI PER LO STUDIO DI 

SISTEMI CELLULARI

• SPETTROSCOPIA IR

• SPETTROSCOPIA RAMAN



METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

•Monitoraggio ambientale

•Ricerca di base: l’esempio dell’Astrobiologia

STUDIO DELLE MODIFICAZIONI DI STRUTTURE CELLULARI 
(DNA, PROTEINE, MEMBRANE)



METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

Una data radiazione monocromatica con frequenza no che colpisce un sistema

molecolare, può subire:

1. Assorbimento, se il suo contenuto energetico è pari ad una possibile

transizione ad un livello energetico superiore (es. Uv-vis, IR) del materiale

con cui interagisce;

2. Riflessione se non interagisce con la materia;

3. Diffusione se interagisce senza causare transizioni energetiche: la radiazione

può essere diffusa con frequenza uguale a no (diffusione Rayleigh), oppure

maggiore o minore (diffusione Raman) di quella incidente no .



METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

RAMAN: Diffusione anelastica



METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

SPETTROSCOPIA RAMAN

• Spettroscopia di tipo vibrazionale che si basa sul processo di diffusione

evidenziato nel 1928 dal fisico Indiano C.V. Raman, che per tale motivo vinse

premio Nobel nel 1931.

• Raman scoprì che una piccola frazione 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 (effetto Raman)

• La diffusione della luce si verifica in quanto le molecole hanno dimensioni

molto piccole rispetto alla lunghezza d’onda della radiazione visibile (400 - 800

nm).
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SPETTROSCOPIA RAMAN
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SPETTROSCOPIA RAMAN

Consideriamo un raggio laser (di lunghezza d’onda λo monocromatica) che

colpisce una molecola ovvero un insieme di molecole:

• la maggior parte della radiazione passa attraverso il campione

• Una piccola parte verrà diffusa senza subire un cambiamento di lunghezza

d’onda (diffusione elastica o scattering di Rayleigh)

• una piccolissima porzione verrà invece diffusa subendo un cambiamento

delle lunghezze d’onda diverse da quella laser (diffusione anelastica o

scattering di Raman)

Consideriamo un raggio laser (di lunghezza d’onda λo monocromatica) che

colpisce una molecola ovvero un insieme di molecole:

• la maggior parte della radiazione passa attraverso il campione

• Una piccola parte verrà diffusa senza subire un cambiamento di lunghezza

d’onda (diffusione elastica o scattering di Rayleigh)

• una piccolissima porzione verrà invece diffusa subendo un cambiamento

delle lunghezze d’onda diverse da quella laser (diffusione anelastica o

scattering di Raman)



METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

Tale tecnica si basa su un fenomeno di scattering che sia in
grado di provocare delle vibrazioni molecolari

Le vibrazioni “Raman-attive” sono quelle che implicano un
cambiamento nella polarizzabilità molecolare*

L’effetto Raman altro non è che un cambiamento della
polarizzabilità del materiale che si osserva

SPETTROSCOPIA RAMAN

*Le molecole sono polarizzabili: la distribuzione degli elettroni
può essere perturbata da una radiazione



METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

Lo scattering anelastico della radiazione dovuto all’interazione
dei dipoli molecolari con la radiazione incidente è altamente
improbabile.

Solo l’1-2 % dei fotoni scatterati hanno ceduto energia al
campione (fotoni Raman) per cui lo spettro Raman è molto
piccolo (Dn in generale è molto piccolo).

Per questi motivi è utile usare una sorgente di luce
monocromatica ad alta energia (Laser)

SPETTROSCOPIA RAMAN



Si può utilizzare un fascio luminoso di qualsiasi frequenza in quanto la differenza

di frequenza tra radiazione incidente e radiazione emergente (Dn) non dipende

dalla frequenza della luce incidente n0.

Dn in generale è molto piccolo: per tale motivo è importante avere un fascio di

luce monocromatico e molto intenso.

In generale come sorgente si usano fasci LASER che emettono nella zona al

confine tra la regione del visibile e del vicino IR (in tal modo si minimizzano gli

effetti della fluorescenza di fondo, che spesso oscura il segnale Raman)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

SPETTROSCOPIA RAMAN

SORGENTE LUMINOSA



LASER  
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation 



Le caratteristiche che rendono la luce Laser ideale per la 
spettroscopia Raman sono 

• COERENZA
• DIREZIONE
• MONOCROMATICITÀ
• INTENSITÀ

LASER  
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation 



• COERENZA: tutte le lunghezze d’onda del raggio laser sono
in fase, sia per l’ampiezza che per la posizione

LASER  
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation 



• DIREZIONE: tutti i fotono viaggiano nella stessa direzione,
pertanto l’ampiezza del raggio laser è molto limitata

LASER  
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation 



• MONOCROMATICITÀ: a differenza di una sorgente di luce
normale, la luce laser contiene una singola l, pertanto tutti i
fotoni emessi hanno la stessa energia perché chiaramente
hanno la stessa frequenza

• INTENSITÀ: l’intensità è l’energia emessa da un’onda nell’unità
di tempo e superficie. In una sorgente di luce ordinaria la luce si
diffonde uniformemente in tutte le direzioni mentre nel laser
essa si focalizza in una singola direzione, pertanto la dispersione
della intensità nelo spazio è molto minore

LASER  
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation 



SPETTROSCOPIA RAMAN

Lo spettro di assorbimento è un grafico in cui abbiamo

• Ascisse: frequenza assoluta in cm-1 o spostamento Raman ovvero differenza tra

numero d’onda tra radiazione incidente ed emergente

• Ordinate: intensità di emissione

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

Acido citrico



SPETTROSCOPIA RAMAN e IR: tecniche complementari

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

Entrambe sono spettroscopie vibrazionali ma differiscono per due aspetti:

1.lo spettro Raman viene generato dalla differenza di due livelli elettronici
(la cui differenza è pari ad un livello vibrazionale); la sorgente dello
spettrometro è perciò nel visibile, anche se ora sono molto diffuse
sorgenti nel NIR .

2. gli spettri Raman ed IR differiscono per le regole di selezione* delle
transizioni.

*REGOLE DI SELEZIONE: condizioni necessarie affinché avvenga l’assorbimento ovvero la
molecola interagisca con la radiazione IR



VIBRAZIONI MOLECOLARI

• Non tutti i modi vibrazionali sono otticamente attivi ovvero

• Non tutti i modi vibrazionali generano un segnale nello spettro

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

SPETTROSCOPIA RAMAN e IR: tecniche complementari
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SPETTROSCOPIA RAMAN e IR: tecniche complementari
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SPETTROSCOPIA RAMAN e IR: tecniche complementari

Vantaggi della tecnica Raman:

• l’acqua e il vetro non causano interferenze, diversamente dall’IR

• le linee dello spettro Raman sono generalmente più strette e quindi più

semplici da identificare.

Vantaggi della tecnica IR:

• gli spettri sono solitamente più ricchi di segnali e quindi la tecnica risulta di

più generale applicazione



SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)

Se la luce di eccitazione utilizzata per un esperimento Raman coincide con la

banda di assorbimento per una transizione elettronica, si osserva una grande

aumento di intensità dello spettro Raman.

Ne segue che il processo di risonanza Raman è accoppiato al processo della

transizione elettronica con intensificazione del segnale Raman che può essere

anche di ordini di grandezza rispetto alla spettroscopia Raman.

L’intensificazione del segnale dipende dal coefficiente molare di assorbimento

della banda elettronica e dalla vicinanza della lunghezza d’onda di eccitazione

con la lunghezza d’onda della transizione elettronica.
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SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)
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SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

La RR trova applicazione nello studio di biomolecole che presentano un
forte assorbimento nel visibile e nell'ultravioletto.

La RR difatti consente di misurare selettivamente lo spettro di
assorbimento di un cromoforo anche in presenza di un forte background
di altre bande vibrazionali.



SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

ESEMPIO: le proteine

Molti aminoacidi hanno transizioni elettroniche con massimi di
assorbimento nella stessa regione dell'assorbimento del gruppo peptidico.

Legame peptidico, 
214 nm

Ponte disolfuro, 
250 nm



SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

ESEMPIO: le proteine

Perciò, se gli aminoacidi fanno parte di una catena polipeptidica, è difficile
osservarne gli spettri di RR, poiché le loro transizioni elettroniche hanno un
coefficiente di estinzione molare minore di quella del gruppo peptidico e
sono inoltre in numero minore rispetto ai legami peptidici.

Ne segue che gli aminoacidi che meglio si rivelano in RR sono quelli che
assorbono a l>230 nm e cioè gli aminoacidi aromatici.

Anello aromatico, 
l= 280 nm



Anello aromatico, l= 280 nm

SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

SPETTRO UV AA aromatici



SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

ESEMPIO: le proteine

Nella spettroscopia Raman normale la radiazione laser impiegata ha
energia, quindi n e quindi l, diversa da quella necessaria per attivare
transizioni elettroniche nel campione.

In condizioni particolari l’intensità delle linee Raman può essere
incrementata se la radiazione eccitatrice ha energia vicina a quella
necessaria per attivare una transizione elettronica di una molecola del
campione, cioè in condizioni di risonanza elettronica.

Questo può aumentare l’intensità dei segnali Raman di un fattore 102-106,
con notevoli vantaggi nell’interpretazione degli spettri e nell’identificazione
di sostanze anche a basse concentrazioni: in questo modo utilizzando una
frequenza specifica si possono selezionare gli effetti Raman relativi ad una
particolare parte di una grande molecola come una proteina, quindi si può
isolare un particolare cromoforo



SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

ESEMPIO: le proteine

Nella spettroscopia Raman normale la radiazione laser impiegata ha
energia, quindi n e quindi l, diversa da quella necessaria per attivare
transizioni elettroniche nel campione.

In condizioni particolari l’intensità delle linee Raman può essere
incrementata se la radiazione eccitatrice ha energia vicina a quella
necessaria per attivare una transizione elettronica di una molecola del
campione, cioè in condizioni di risonanza elettronica.

Questo può aumentare l’intensità dei segnali Raman di un fattore 102-106,
con notevoli vantaggi nell’interpretazione degli spettri e nell’identificazione
di sostanze anche a basse concentrazioni: in questo modo utilizzando una
frequenza specifica si possono selezionare gli effetti Raman relativi ad una
particolare parte di una grande molecola come una proteina, quindi si può
isolare un particolare cromoforo



SPETTROSCOPIA RAMAN RISONANTE (RR)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

n0 - nnn0
n0 - nnn0

hnn hnn



https://cfpub.epa.gov/si/si_public_record_report.cfm?dirEntryId=65880&Lab=NERL

SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI



https://cfpub.epa.gov/si/si_public_record_report.cfm?dirEntryId=65880&Lab=NERL

SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI



SPETTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICATA DA SUPERFICI (SERS)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson

L’interazione tra la luce laser e la molecola produce
lo scattering anelastico della luce incidente

Ogni vibrazione molecolare produce una specifica
variazione (shift) della lunghezza d’onda della
radiazione incidente che corrisponde alle bande
visibili nello spettro Raman



SPETTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICATA DA SUPERFICI (SERS)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson

Il campione da analizzare viene stratificato su di una superficie: tipicamente una
lastra di argento oppure oro, o uno strato di nanoparticelle metalliche

Il meccanismo alla base del fenomeno SERS non è ancora del tutto chiarito,
tuttavia l’aumento di intensità (≈ 104-106) dipende dalla combinazione di
meccanismi elettromagnetici (EM), di trasferimento di carica (charge transfer, CT),
e di risonanza



SPETTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICATA DA SUPERFICI (SERS)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson

Meccanismo EM:
• La luce laser provoca una eccitazione degli elettroni sulla superficie
• Gli elettroni eccitati oscillano ed in tal modo generano un campo magnetico che

si estende fino a 20 nm dalla superficie
• Il campo magnetico così generato aumenta i segnali Raman delle molecole di un

fattore di 104



SPETTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICATA DA SUPERFICI (SERS)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson

Meccanismo CT:
• L’eccitazione con il laser provoca anche un trasferimento di elettroni tra la

superficie metallica ed il compost da analizzare; tale trasferimento provoca un
ulteriore aumento del segnale Raman di circa 10-100 volte

Risonanza:
• Tale fenomeno, che anch’esso provoca aumento di segnale, può verificarsi

qualora la lunghezza d’onda del laser sia prossima alla l di eccitazione di
transizioni elettroniche del composto



SPETTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICATA DA SUPERFICI (SERS)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson

La forma, dimensione e la prossimità con altre
particelle influenzano il campo elettromagnetico (EM)
che si forma attorno alla nanoparticella metallica

L’aumento di intensità di segnale sarà maggiore per le
molecole che subiscono sia effetti EM che CT, mentre
molecole che ricadono al di fuori del campo magnetico
daranno segnali meno intensi



SPETTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICATA DA SUPERFICI (SERS)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson



SPETTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICATA DA SUPERFICI (SERS)

METODI SPETTROSCOPICI PER LO STUDIO DI SISTEMI CELLULARI

FONTE: Ong et al. 2020 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

FONTE: Ong et al. 2020 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI

Identificazione e dosaggio di metalli pesanti



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

FONTE: Ong et al. 2020 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI

Identificazione e dosaggio di farmaci



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

FONTE: Istituto Superiore di Sanità 
https://www.iss.it/documents/20126/45616/11_18_web.pdf/7198721b-5aaf-0ec7-8985-b9ee336faf0f?t=1581098775079

Identificazione e dosaggio di interferenti endocrini

https://www.iss.it/documents/20126/45616/11_18_web.pdf/7198721b-5aaf-0ec7-8985-b9ee336faf0f?t=1581098775079


SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

Identificazione e dosaggio di interferenti endocrini
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METODI SPETTROSCOPICI

FONTE: Istituto Superiore di Sanità 
https://www.iss.it/documents/20126/45616/11_18_web.pdf/7198721b-5aaf-0ec7-8985-b9ee336faf0f?t=1581098775079

Identificazione e dosaggio di interferenti endocrini

https://www.iss.it/documents/20126/45616/11_18_web.pdf/7198721b-5aaf-0ec7-8985-b9ee336faf0f?t=1581098775079


SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

FONTE: Ong et al. 2020 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI

Identificazione e dosaggio di interferenti endocrini

Prodotto naturalmente dal metabolismo umano, è
anche un prodotto di sintesi usato per la produzione di
farmaci e può accumularsi nelle acque come prodotto di
scarto non smaltito in modo corretto



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

FONTE: Ong et al. 2020 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI

Identificazione e dosaggio di composti perflorurati

An emerging environmental contaminant of high concern, perfluorinated compounds
(PFCs) are synthetic organic hydrocarbon compounds where the hydrogens in the
alkyl chain are replaced by fluorine atoms. Manufactured for over 50 years and
designed to be extremely stable perfluorinated compounds have found ubiquitous
use in modern society, such as in firefighting foams, water-resistant clothing, and
cooking utensils (Stahl et al., 2011). It is because of this usefulness in society and the
inherent strength of its carbon-fluorine backbone that that perfluorinated
compounds persist in the environment and likely bioaccumulate (Stahl et al., 2011).



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

FONTE: Ong et al. 2020 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI

Identificazione e dosaggio di pesticidi



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

Identificazione e dosaggio di TNT (trinitrotoluene)

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson

detection di TNT in quantità

dell’ordine degli zeptogrammi

Superifice usata: membrana

porosa in allumina ricoperta

con polielettroliti e

nanoparticelle di oro



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

Identificazione e dosaggio di Verde Malachite

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson

detection di verde malachite in

quantità dell’ordine delle parti

per bilione

Superifice usata: device

microluifico con nanoparticelle

di argento



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

Identificazione e dosaggio di patogeni microbici

FONTE: Halvorson et al. 2010 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI_Halvorson

detection di Cryptosporidium e

Giardia

Superifice usata: nanoparticelle

di oro con anticorpi e coloranti

SERS-attivi



SPETTROSCOPIA RAMAN: APPLICAZIONI IN CAMPO AMBIENTALE

METODI SPETTROSCOPICI

FONTE: Ong et al. 2020 (materiale integrativo file: RAMAN_SERS_APPLICAZIONI

Identificazione e dosaggio di analiti nell’ambiente


