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Infrared  Spectroscopy




La  spe6roscopia  Infrarossa


La	
  spe'roscopia	
  infrarossa	
  studia	
  le	
  vibrazioni	
  
molecolari	
  

Tu'o	
  in	
  natura	
  è	
  in	
  movimento,	
  anche	
  alla	
  temperatura	
  dello	
  zero	
  assoluto	
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λ	
  (µm)	
   0.74	
   3	
   30	
   300	
  

ν	
  (THz)	
   400	
   100	
   10	
   1	
  

   (cm-1)	
   ~13000
 ~3333
 ~333
 ~33


E	
  (eV)	
   1.65	
   0.413	
   0.041	
   0.004	
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Legge	
  di	
  Hooke:	
  	
  

F	
  (Forza	
  di	
  richiamo)	
  =	
  -­‐k.x	
  
K	
  =	
  Costante	
  di	
  forza	
  (tanto	
  più	
  grande	
  quanto	
  più	
  rigida	
  è	
  la	
  molla)	
  

X	
  =	
  Sposatmento	
  dalla	
  posizione	
  di	
  equilibrio	
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Il	
  modello	
  “Ball	
  and	
  spring”	
  per	
  la	
  molecola	
  
biatomica	
  

𝝂= ​1/2𝜋 √ ⁠​𝐾/𝜇    	
  

m1	
  ed	
  m2	
  rappresentano	
  2	
  atomi	
  
	
  
La	
  molla	
  il	
  legame	
  che	
  li	
  unisce	
  

μ	
  =	
  massa	
  ridoaa	
  =	
  m1m2/(m1+m2)	
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A  che  energia  vibrano  le  molecole




L’interazione  della  radiazione  IR  con  le  molecole


Se	
  un	
  sistema	
  in	
  vibrazione	
  viene	
  inveskto	
  da	
  una	
  radiazione	
  avente	
  la	
  frequenza	
  	
  ν	
  numericamente	
  uguale	
  a	
  quella	
  del	
  moto	
  vibrazionale	
  
tale	
  radiazione	
  verrà	
  assorbita	
  e	
  il	
  sistema	
  acquisterà	
  energia	
  e	
  comincerà	
  a	
  vibrare	
  alla	
  stessa	
  frequenza,	
  con	
  maggiore	
  ampiezza.	
  	
  

Il	
  modello	
  classico	
  spring	
  and	
  ball	
  prima	
  presentato	
  non	
  consente	
  di	
  spiegare	
  questo	
  comportmanto,	
  ma	
  dobbiamo	
  cercare	
  aiuto	
  nella	
  fisica	
  
quan=s=ca.	
  

Per  una  data  vibrazione  di  frequenza  ν  possono  esistere  staI  vibrazionali  a  diversa  energia


𝐸=(𝑛+ ​1/2 )ℎν	
  	
  	
  	
  	
  n=0,	
  1,	
  2	
  



Vibrazione delle molecola a T ambiente 

Radiazione	
  IR	
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Energia della radiazione assorbita ≡ Energia della vibrazione 

Spearo	
  Infrarosso	
  del	
  monossido	
  di	
  carbonio	
  

Banda	
  di	
  assorbimento	
  IR	
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La	
  posizione	
  della	
  banda	
  di	
  assorbimento	
  dipende	
  dal	
  =po	
  di	
  molecola	
  (dagli	
  atomi	
  cosktuenk	
  aaraverso	
  le	
  masse	
  e	
  dalla	
  costante	
  di	
  forza	
  
aaraverso	
  la	
  forza	
  del	
  legame	
  covalente).	
  
La	
  percentuale	
  di	
  assorbimento	
  dipende	
  dalla	
  concentrazione	
  della	
  molecola:	
  maggiore	
  la	
  concentrazione	
  di	
  monossido,	
  più	
  intensa	
  sarà	
  la	
  
banda.	
  	
  
A	
  parità	
  di	
  concentrazione,	
  le	
  molecole	
  però	
  non	
  assorbono	
  con	
  eguale	
  efficienza	
  la	
  radiazione	
  IR,	
  ma	
  in	
  dipendenza	
  della	
  variazione	
  del	
  
momento	
  dipolare	
  associato	
  alla	
  vibrazione	
  

Lo  spe6ro  infrarosso




Schema	
  Orco	
  di	
  uno	
  spearometro	
  in	
  trasformata	
  
di	
  Fourier	
  (FTIR)	
  

Sampling	
  techniques	
  

ν
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•  TRASMISSIONE
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Legge	
  di	
  
Lambert-­‐Beer	
  

Tecniche	
  di	
  campionamento	
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Water  IR  spectra  at  different  path  
lengths:

2µm

5  µm

7.5  µm


Ma	
  se	
  misuriamo	
  molecole	
  in	
  
acqua,	
  l’acqua	
  sovrasta	
  il	
  
segnale!	
  



La	
  propagazione	
  della	
  luce	
  e	
  la	
  riflessione	
  totale	
  

hap://online.scuola.zanichelli.it/ruffo_fisica-­‐files/SEZIONE_F/WEB_RU_F14_IB.pdf	
  



Riflessione	
  e	
  Rifrazione	
  



Riflessione	
  totale	
  

Quando	
  l’angolo	
  di	
  incidenza	
  supera	
  l’angolo	
  limite	
  si	
  ha	
  il	
  fenomeno	
  della	
  riflessione	
  interna	
  totale	
  



A6enuated  Total  ReflecIon  (ATR)

La	
  spearoscopia	
  infrarossa	
  ATR	
  si	
  basa	
  sul	
  principio	
  della	
  riflessione	
  totale.	
  Il	
  campione	
  viene	
  appoggiato	
  sopra	
  un	
  cristallo	
  
con	
  indice	
  di	
  rifrazione	
  maggiore	
  dell’indice	
  di	
  rifrazione	
  del	
  campione.	
  	
  
L’angolo	
   di	
   incidenza	
   viene	
   modulato	
   di	
   modo	
   da	
   essere	
   superiore	
   all’angolo	
   limite,	
   e	
   pertanto	
   si	
   ha	
   il	
   fenomeno	
   della	
  
riflessione	
  interna	
  totale.	
  
Tuaavia,	
  non	
  tuaa	
  l’energia	
  del	
  fascio	
  IR	
  viene	
  riflessa,	
  ma	
  una	
  parte	
  si	
  propaga	
  nel	
  campione	
  (campo	
  evanescente)	
  per	
  una	
  
distanza	
  piccola	
  (cenknaia	
  di	
  nanometri	
  fino	
  al	
  massimo	
  di	
  1-­‐2	
  micron),	
  chiamata	
  distanza	
  di	
  penetrazione.	
  Il	
  raggio	
  che	
  viene	
  
riflesso	
  porterà	
  quindi	
  con	
  se	
  informazioni	
  sul	
  campione	
  in	
  termini	
  di	
  energia	
  assorbita	
  dallo	
  stesso.	
  	
  
Oaerremo	
  quindi	
  uno	
  spearo	
  infrarosso	
  del	
  nostro	
  campione.	
  



Cosa  faremo  quindi


• Misureremo	
  speari	
  in	
  modalità	
  FTIR-­‐ATR	
  delle	
  seguenk	
  biomolecole:	
  
•  Bovine	
  Serum	
  Albumine	
  (BSA)	
  
•  Salmon	
  Calf	
  DNA	
  	
  
•  Threalose	
  (Sugar)	
  

• Raccoglieremo	
  prima	
  lo	
  spearo	
  del	
  nostro	
  fondo	
  (aria)	
  
• Raccoglieremo	
  lo	
  spearo	
  del	
  nostro	
  campione	
  

•  Faremo	
  misure	
  ripetute	
  nel	
  tempo	
  per	
  eliminare	
  l’interferenza	
  del	
  solvente	
  

• Guarderemo	
  quindi	
  allo	
  spearo	
  risultante	
  e	
  cercheremo	
  di	
  capire	
  che	
  
informazioni	
  esso	
  conkene	
  


