Wydziat PPT KATEDRA INZYNIERII BIOMEDYCZNE]

Laboratorium QPTYCZNA DIAGNOSTYKA MEDYCZNA

Cwiczenie nr 3 Spektroskopia skéry i lampa Wooda

ZAGADNIENIA WSTEPNE:

e Budowa skory

e Podstawowe wiadomosci na temat absorpcji, rozpraszania odbicia.

e Podstawowe wiadomosci na temat oddziatywania Swiatta z tkankami.
e Zastosowanie lampy Wooda

e Podziat promieniowania ultrafioletowego

e Luminescencja

e Stan singletowy, trypletowy

e Barwy oraz odpowiadajgce im zakresy dtugosci fali

e (Oddziatywanie promieniowania UV na struktury tkankowe

CEL CWICZENIA:
e Zapoznanie sie z metodg spektroskopowych pomiarow odbiciowych oraz

przeprowadzenie pomiardw wtasciwosci spektroskopowych skory.

e Zapoznanie sie z podstawami diagnostyki medycznej opartej na zjawisku fluorescencji
pod wpfywem promieniowania ultrafioletowego

1. WPROWADZENIE

Pomi ary spektr oskopowezastasowanied jakngar c@ed a z e s
biometryczne st uzace m.dienn.t y fdiok acj i 0soOb w Sy
zabezpieczeniach Spektr os kompe a z rrakiGmuadie adaniach w
nieinwazynych, np. w wykrywaniucukrzycy Il stopniaP r o wa d z prace nad g
wykorzystaniem metod optycznych do identy
patologicznych, ran.

Jak wi avd @ameé pDe Sby ¢ z ar 0)eakiocozpaszanpizezr tkanki n e
[1]. Rozpraszanie w skorze spowodowaineene weé 9K i em. i r
kolagenowycf2. Nat omi as't pochtanianie zwignmane | e:

melaniny Gtebokos¢ penetraciji Swiatta zalezy
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barwni kow Napsesdsrawi e spektrum odbiciowego

informaciena t emat rozktadu, i stezemikadrz@&znych

1.1. BUDOWA SKORY

Skoér a Zzbudowana | est z trzech war st w:
p ods k |@]r Naskdrek jest warsivg z ewnetr znag, pet nigca fun
sie gtowni e z (kkoemdéarneokceydtrmddpm)o nkago funkcj i ]
przed promieniowani em, c 0 n a\sskoepwdagcivej, d z i € Kk i
zbudowan¢ z tkankizntag cdzifegj wt 6 kn a kol agenowe
wprowadzaj gce nporkenzae nk el asgkeonroywe pet ni g i s
mianowicie od ich kondyci zal ezy | ej . Thapkg boglstéornazjesvn et r z
zbudowana z tkanki p £ U 8 £ cgface vy énjd\jtey wdesiviez n e |
znajdujag sie naczynia &gkdoi @naoian ez d rcahatidbénmie
organizm przed szkodl i wytme mpcezryantnui rkga, mi u szzekwo
mechanicznymi, chemi cznymi oraz pwomajeai ov
wytwory tzw. ,jparkz ypdeazt rkd k csikebroyzy wt osy. Zeby
rol e, W | oe] strukturze znajdujag sid@ grucz
roznych wadedkowzednie dzieki obecnos$ci z

m o li&ve jest odczuwanie zmian temperatury, proces czucia, dotyku.

| Bierne funkcje skory: 4. Ochvona Aktywne funkcje skory

Rys. 1 Funkcje ochronne skory [4]

Gt 6wne funkcje skory:
e Bariera przed $Srodowiskiem zewnetrznym

e Termoregulacja



e Udzi at w g o sqglettbldovej e wodno

e Met abolzczy ,t twesgl owodanow, biatek, hor mo
e Percepcja bodzcow

e Magazynowanie materiat dédw zapasowych

e Wchtaniani e

e Mel anogeneza (wydzielanie melaniny pod \

Najwazniejszym pigmentem skoéry |jest me |l a
] est ona poli mer em, nadaj gacym barwe skor z:
Zal eznie od rozmieszczenia moze naddwac b
zawartosci mel aniny w cebulce zalezy kol or
z awar tgo arwnikae Melanina powstaje w melanocjilac z naj duj gcych
war st wie pods.tawnej naskor ka
Wyroznia sie trzy rodzaje melanin:

e eumelanina-barwnik czarneb r g z,0 wy
e feomelaninasb ar wni k z o6t toczer wony

e neuromelanina- powstaje z dopaminy.

Widmo spektre k opowe skéry zalezy od:
e gt ebokosSciSwiendtar,acj i
e zawartosci I rozmieszczenia barwnika

e ukr wienia skory

1.2. SPEKTROSKOPIA ODBICIOWA

Spektroskopia odbiciowa bada widma powst ¢
badanej powierzchniMetoda taopieras na zj awi sku odbicia fal
takiej zmianie kierunku propagaciji, gdy po napotkaniu powierzchni fala pozostaje w tym
samym oSrodku. W zaleznos$Scdbhigodamakempowmatads
do czynienia ze 2z awizypkioehpezgphdku wbvdaerzchinig d
granicznych o nierodownosciach wiekszych od

odbiciem fal. we wszystkich kierunkach, cz



mniejsze od diugnkKaiofdhiia maedgawakter ki
Swiatta jest odbite w jednym kierunku. N a

zachodzi zjawisko odbicia lustrzanego.

N

(a) (b) (c)
Rys.2Rozpraszaei i odbi coidebiscwieatltuastar)zane pr omi)ekniea umak ogMoasdk i
odbicia gdy chropowat onsiéz pddaliychecoszéphas zemrise $wiafbkaa gd
powierzchni jest wieksza od dtugosci fali
Prawo odbi@ mo6 wi o tym, ze kat padania | est
promi en padaj acy, odbity i nor mal na do

pt aszdrRysBE ni e

Osrodek 1

Osrodek 11

Rys. 3 Grdiczne przedstawienie prawa odbicia.

W probbkaodimgi cznych mamy do czynienia z ¢
zar 6wno p pjakh bdaicia.Nanniea eni e wi gz Kki odbit e]j
wt asci woscildepzoewiie rwicdmmidgracmiprmideaa msa,rpbwi gady

natezeni e zal ezy od kata padani a, ws p o6t
polaryzacij. osSrodka. W przypadku os$rodkoédyv
j est ostabione W stosunku do wi gez ki p a

zaabsorbowana przez oSr oatlmtéjS wiSd tolsai n® ko krae
czestosci U oOor az pdood noaktreezsebnai dag jmagyieagikei m O

energetycznym wspoétczynnikiem odbicia R(v,0):



I (v,0)

R(v,0) =

Pomiary absorpcji na spektrofotometrze AvaSpec-3648

Zrodtem $Swiatta w uktadzie jest |l ampa h:
zwbudowanym sprzegaczem $Swiattowodowym. B
Zzr6dtem Swiatt a, a det ektjoersetm, Swa a$ Wwioabid

S r e d rdzecigy200 lub 40Qm, Zza pomo catokslimacyngchv Bk
rejestracij.i wyni kow pomi ar 0w Wwakoti r zy st L
Absorbancja obliczanaa podstawigp oni zakegnosci

A =—logid (IP-15) / (1%-15)]
gdzie: A -absorbancjafl--nat ezeni e $wiattBnatbienge pd:

szczelini é&-nzaatngkzneingitee j$,wilatdttau gporézée df aplrid. b k g,

W ¢wiczeniu wykorzystywana bedzie sonda
koncdéwkdna z Xxaowicdwaksprzezone ze sobag d
czemu mo dednoave s n e s b Spwi Gabtdjestanjawema odbiciowego.

Pozostate kohmgroovwad zseltnuzag Ssdw att a ze Zr o6d

rejestracji widma przez dete@t.

1.3. LAMPA WOODA | JEJ ZASTOSOWANIE W DIAGNOSTYCE

Robert Wood>® (18681 955) , amerykanski fiz
wynal azkow z dziedziny optyki,
el ektrycznos$ci et c. Zzaproponowa

ultrafioletowego i podczerwoego w fotografii. W diagnostyce

stosowana j est | ampa Wooda, em
ultrafiol etowe, 0 dtugos$ci36fsalnim.o Dma keskii mu
wyeliminowane | est Swiatto w zakresie wi

zdodatkiem 9% tlenku niklu ma pasmo przepuszczania w zakresié@Ehon.



Promieniowanie ultrafioletowe

Promieni owani e ultrafioletowe | est podzi e
dtugosci fali

ultrafiolet dt ugof al oUMA (315400nm),

ultrafiolet Sredni of aUuBwy (290-315nm),

ultrafiolet kr ot kof al OMCy (200-290nm),

ultrafiolet proézni owyUvwV (2100200 nm).

szkl ane okno utrzvmv

wi dok z gory widok z dotu

Rys.4Pr zykt adowa | ampa Wooda do realizacji zaj

Zakrespromieniowania ultrafioletowego, czyli nadfioletowego dzielimy umownie ze

wzg

|l edu na jego biofizyczne wtasciwosci n
UV prézniowy (100-200 nm )

(mozna go bada¢ tyl ko w prédbézni, gdyz f
sag bar dzo sneprzezpewighze)s ht ani a

UVC (200-280 nm )

(praktycznie nie dociera do powierzch
ozon);

UVB 280-320nm, UVA 320-400nm



Wiekszos$¢ padajgcego na skore-zostae ni e
odbita | ub p&komido ki et anaprome ast okot o 50%
Jeszcze niedawno nie wywotywato to zanie
jedynie nadmierne promieniowanie UVB (run
UVA) wywot uje rumi ensipeo doop apl cawa zun yi ¢ hp r pzoypcazt

UVA jest promi eni cA@&nm|jestnmniej ruchieniogeong,@le 32 0
za to bardzie]j barwni kotwdércze od UVB. 1
j est znacznie wieksza niz UVB. odéyng o ki e
rumi eni owe i zwiekszac¢ niekorzystne efekt

Promieniowanie UVAtanowi ponad 95% promieniowania UV, przenika ono przez

szkt o okienne, dziata stabi e]j niz UVB, a l
rozrodczcenas ko6r ka i w okolice naczynhn krwionos$
fotochemicznym i nie wywotuje odczynu rum

W duzych dawkach powoduje natychmiastowsg
wskutek utlenienia melatoniny barwnika istni¢ g cego w skodor ze. Bar
zdol nos§¢ pochtaniania promieniowania st on
wptywem UV A chroni j a przed tym prom
promieni owani em stanowi t ez naskor ek,

promieniowania

Luminescencja (przypomnienie)

e Jezeldl jakas czgsteczka zaabsorbuje
podstawowego do stanu wzbudzonego.

e Kazda czgsteczka posiada energie el el

e Energia elektronowa ekntfroonmuw e o roa zp ond
rodzajach utworzonych wigzan i odl egt

e Energi a oscyl acyjna Zwigzana | est Z
zbli zaddaemani em sie od siebie.

e Energia rotacyjna czgsteczki to ruchy

e Czsgeczka przebywajagc we wzbudzonym
si e nadmi ar u ener gi i [ powr aca do

odbywaé¢ sie na kil ka sposobodow.



W zjawisku | umi nescencj i wyrozni amy dw

i bezpromienistych.

e Jednympr zej $C¢ pr ofinorescencjs raghodai wiedy,ggdy emisja
promi eni owania konczy sie jednoczesni ¢
fluorescencji zal ezy od natezeni a S w

chemicznej mol ekut y.

e Wi dmo fluorescencj i ] est zal ezne od
podstawowego i wW wyniku utraty energi.
kierunku f al dtuzszych wzgledem wi dma
Stokes’ a, kt 6r e mod wiowaniafleoredceneygnegé st f al i
zawsze wieksza od dtugos$ci fali wzbudz

Drugim rodzajem przejs$¢é¢ promienistych |
sie dtuzszym czasem emi sji promieni owani
przes ci e ze stanu tripletowego wzbudzonego

PrzejsSscia bezpromieniste to przejscia n
przejscia czasteczki ze standow wzbudzonyc
zmiany multiphb8dlobwlé>30) 6b6bnpz Hirtzejs$E inte
(1'sC) . PrzejsScie i nterkombinacyjne odby
mul tipl et owbldub THYON)p,. kSX1lé6re formalnie sa z
gdy réozni ce energetyczne pomi eyglyetstwayma
ni ewielkie | ub stany te naktadaja sie.

Diagram Jabt onskiego przedstawia przej $¢
energetyczna <czagsteczki j est opi sana za
trypletowych. W wyniku absorpcji energika e $§ | o ny mi porcjami, zZw
atom moze przejsé¢ do stanu wzbudzonego.
moze byc¢ skierowany antyrownolegle (stan

rownol egle (stan trypletowy T).



A
| l spiny elektron dw

: i
A | A&
— I

| Wzbudzony stan singletowy Il Wzbudzony stan trypletowy

Spektra absorpcjiiemigjii e kt 6r ych zwi gzkdédw chemicznyct

internetowej http://omlc.ogi.edu/spectra/PhotochemCAD/html/index.html

Przyblizone barwy i odpnp wi adaj gce i
czerwony 780- 622
pomar anczowy 622- 597
zOot ty 597-577
Zielony 577-492
niebieski 492- 455
fioletowy 455-390/400

Skal e tego typu mo z n a znal ez ¢ w podreczn
| aboratoriow

1 1
= 20 s5=20 o
avelength

Rys5 Skale barwneiodwi adaj gce i&m dtugosci fali

Lampa Wooda znajduje zastosowanie m.in. w:
e dermat ol ogi i [ kosmetol ogi i dom oceny

(zakazen grzybiczych, zmian tojotokowyc!l


http://omlc.ogi.edu/spectra/PhotochemCAD/html/index.html

e W stomatol ogii n@zrdizamystmaad hzelpaclporfiria

e w onkologii, takze w potagczeniu z

e W kryminologi. (np. do

wykrywani a

Przykt adowe zmi any uwi daczni ane na

Woodd&

zabarwienie

| Zielone

|Na ten kolor $éwieca pterydyny wydzielane przez grzyby chorobotwércze

Koralowoczerwone

Ten odcien daje tupiez pstry

Zielone zabarwienie $Swiatta

Niebieskeb i at a fl uorescencj a

Zmiany hippigmentacyjne i depigmentacyjne

|Spowodowane obecno$cia Pseudomonas

Niebieskdfioletowy

Cera normalna

|Zabarwi enie bladord6zowe

Cera sucha

Zabarwienie prawie czarne

Cera ttusta

Zabar wi esrebenebi at o

Pomar anegdéwe

|skc’>ra nadmi ernie zrogowaci at a

Zmi any tradzi kowe
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2. PRZEBIEG CWICZENIA

ZADANIA POMIAROWE

A. SPEKTROSKOPIA ODBICIOWA SKORY

1. Zmontowa¢ uktad zgodnie z opisem przed

UWAGA! Kazda z koncdédwek jest opisanal

Sonda odbiciowa

® Detektor | Kompute

Zr 6d Skor a
Swi a

2. Przeprowadzi ¢ pomiary s pe kptostapesileiop owe s
mozliwie najblizej powiaknzohmi esk@&my e(

zast owpwadpdwag kkei ci owa

3. Wy kona¢ abosmoirabrayncj i i natezenia Swiatt e
e zarejestrowac¢ wptyw zmiany odl egt os
na widma absqucji
e skory dtoni na powierzchni dt oni owe
e skory dft oni na powierzchni grzbieto
kremu ochronnego
e skO6ry przedramienia w miejscu, gdzi
KrwionosSne

e widocznych znamion (pieprzykiaczyniaki)
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e Wypreparowane|j probki skory Swini i

tkanki miesnia sercowego

UWAGA: Po zapisaniu wynikéw sprawdzi¢, czy plik nie jest pusty! Opracowaniu podlegaja

wytacznie wyniki pomiarowe.
UWAGI DO WYKONANIA POMIAROW | OPRACOWANIA WYNIKOW

Kor zyspgrag@rcamu kal kul acyjnego przedstawi
wykresu. Na podstawieuzyskanych widmw s k a zharékterystyczne pasma
spektralneabsorpcjitransmisjjp o s zcze g6l nych rodzaj éw t kan
anast eopmdiwd ¢ Nvaylneg Ky .por 6wnad j agns cba 6zni ce
widmami absorpcji/ transmisji

e skéry ludzkiej oraz wypreparowanej skbo

e skory ludzkiej na powierzchni grzbieto

e skory ludzkiej przed i, po natozeniu kr

e zmians k 6rnych (pieprzyki, naczyniaki itp

12



OPIS PROGRAMU AVASOFT

Na rysunkuRys.6pr zedst awi ono zr zut ekr aAva®ft gt 6 wn

spektrofotometruAvaSpe«3648.

REFERENCEDARK

CZAS INTEGRACJI SREDNI A

W@ Av: Soft® 7.4 Full - 2009 Avantes
File Mup View Appication Hy

Stop | """

—0707083U1
— 080701701
~— NEWDOO1 ROHX

0807017U1 File: NEW0002.ROHX Amplitude: 0 Smoothing: 6 |Spline: OFF Inttime: 40,00 ms  |Averages: 60 219

070708301 |File: NEWO002 ROHX [Amplitude: 43343 [Smoothing: 6 [Spine: OFF || lintme: 70.00ms  Averages: 30 (219

Rys. 6 Wy gl ad e kr aAvasSofigpektoofptonsetrudvaSpes648

POMIARY ABSORBANCII

1. Zmont owa 6 pomikrbwy d d

2. Whagczyc¢ zZrébédto Swiatta i spadaywdgmerdt czy pr
skodry

3. Wytaczyézr 6dt o Swi att a.
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5
6
7.
8
9

Ust al i ¢ c Zneegatidn tinie)8@0msic jSirlefdcnalge z |l i czen

(Average)5. Wi dmo powi nnaszdmporde. gt adki e, niez

. WcisngcCSTARTzg cpagku

narzedzi

Z me nu SETYPB> Salkistract Dark Spectrum.

. Wiaczyé zrédto swiatta, ust awi

¢

sonde

prostop.adl e

. Wc i sREFERENCE(b i at y rapwasldraartz).e d z i

100Ust awi ¢ sonde prost op ad(bkelmoh od pbvaedzehnile g o

11Wybraé¢ marpgsku

ZAPISYWANIE DANYCH

odpowiliteerd A-+absbrbapcih p omi ar u

1. Z me nu Fiey>BaveExXperiment

2.
3.

Z menu wylConeed grdpi tb excel

Wybrac¢ folder z

dany mi

Studenci

4. Zapamieta¢ plik pod sobie znang nazwg i skopiowac na pendrive.

ZESTAW PRZYRZADOW

Komputer klasy PC ze spektrofotometréwaSpec3648

Lampa halogenowa.
S wi fa o wwa sonda odbiciowa.

Wzorcovap t wddikiciona.
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B. WYKORZYSTANIE LAMPY WOODA W DIAGNOSTYCE

UWAGI: Wy konuj gcy cwiczeni a zobowigzani S g
pracowni,avs zczegol nosci dbania o udostepniony
1. Lampe nal ezy uzydziameneed. zgodni e z ptr
2. Lampe zapalamy tyl ko wtedy, gdy wykonu

zdj eci ami l ampa musi by¢ zgaszona i | e
3. Nie nalezy kierowa¢ | ampy w okolice oc
4. Na komputerze w pracowni nie wolno ins
5. Kompute a ni e wolno przenosi €.

6. Podczas pracy z | ampg nalezy wuwazac,
pokrywy lupy (ani z jednej, ani z drugiej strony).

7. Nalezy uwazacé¢, zeby nie zabrudzi ¢ szkl

UWAGA:Do dyspozycj iaparscyrowy.] eda axzdj ¢ ®isd mozes

wt asny aparat cyfrowy i bezposrednio rej

kamery przy komputerze (opcja wygodniejsza).

1.Umi es¢ | ampe Wooda nad dowolnym banknot
pomocg dowo¢mamo @r afi cznego wskaz na z
umi eszczono znaki fluorescencyjne. Jes|
zaznacz to obrobionym zdjeciu i przypor

barwie.

2. Wy konaj t e

s ame ne& w pumkcia 8.iwastosunkwa do dawpdu s a

osobistego.
3.Umi e$s¢ | ampe Wooda nad dtonig od stror
paznokci Powt 6r z to dla obu rak, dl a

zapisane obrazy, czy

biatym? Czy widzi sz

15
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.Powt 6rz te samg procedure (pkt. 4) dl a
zapisane obrazy, czy widzisz jakies zm

biatym? Czy wi dziogiznej aki e$s zamiany pato

.Powt 6rz te samg procedure (pkt. 4) dl a
powi nna zamkng¢ oczy. Opi sz, czym rozni
zmi any w stosunku do obrazu w Swietle

patologiczne.

.Powt 6rz te samg procedure (pkt. 4) dl a
réznig sie zapisane obrazy, czy widzis

wSswietle biatym? Czy widzisz jakies$ zami

.Powt 6rz te samg proc@piusze, (pkym #AJzdila
obrazy, czy widzisz jakie$ zmiany w st

Czwi dzi sz jakie$ zamiany patologiczne.

. Powt 6r z te samag procedure (pkt. 4) dl &
wypreparowanych pmpobek ttckagmek 6ghdrgy si @
tych =zarejestrowanych dla w pkt. 4. Czy

obrazu w Swiaildeibizal wh?e€zyamiany pat ol

W sprawozdaniu przedstaw wszystkie wykonane zdjecia, obrébke, oméwienie

wynikow.

WYMAGANIA WSTEPNE

1. Wykonuj gcy ¢wiczenia przychodzag na zaj
2. Obowi gzuj g wiadomosSci z zakresu optyki
temat fluorescencji, promieni owani a el
skory, przetdat kédw skory

3. Grupa wykonujagca C¢cwiczenie zobowigzan:

pami eci SD/ SDHC/ MMC [ ub pendrive’ a doa
kt 6r e nastepni e nal ezy zanali zowac w
graficznym.

16



4. Na pol eceni e Prroowardizeazc egroz ynmail e&¢ ws kaz

badan.
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