5. Biofotonica

Clasificarea spectrala a undelor electromagnetice
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Fig. 5.1.1. Domeniul undelor electromagnetice
Din punct de vedere al energiei transportate, radiatiile electromagnetice se clasifica in:

I. Radiatii neionizante (sub 10eV)
II. Radiatii ionizante (peste 10eV)

5.1. Surse de unde electromagnetice in domeniul vizibil

* TIPURI

* 1. dupa tipul radiatiei emise
* monocromatice
* policromatice

* 2. dupa tipul spectrului emis
* cu spectru continuu
* cu spectru discret
* cu spectru de banda

* 3. dupa timpul cat dureaza emisia
e continuu in timp
* pulsat in timp
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Surse cu spectru continuu
O sursa cu spectru continuu emite toate lungimile de unda dintr-un anumit domeniu
Exemple: becul cu incandescenta, soarele

Aplicatie: microscopia in camp luminos

Microscop = instrument construit in scopul de a obtine informatii sub forma de imagini
specifice ale unor obiecte cu dimensiuni sub milimetrice (de exemplu: microscop optic,
microscop electronic, microscop de forta atomicad).

Microscop optic = instrument proiectat pentru a vizualiza imaginea maritd a unor obiecte,
construit pe baza unor lentile si a unor surse de lumina in domeniul vizibil. El formeaza
imaginea virtuald, marita si rasturnatd a obiectului observat.

Microscop optic inversat = un microscop optic care prin constructie are revolverul cu
obiective pozitionat sub masa pe care se aseaza proba.

Mod de examinare in cimp luminos = lumina de la sursa traverseaza direct proba, in
calea optica nu mai sunt introduse si alte elemente, in afard de lentila obiectiv pentru
madrirea imaginii

Rezolutia laterala = distanta minima dintre doud puncte care mai pot fi vazute distinct prin
microscop.

Microscopul optic este un aparat care formeaza imagini virtuale, marite si rasturnate
ale obiectului, prin intermediul sistemelor de lentile grupate in obiectiv si ocular (fiecare
sistem este echivalent cu o lentild convergenta).

Pentru un microscop optic, sursa de unde electromagnetice este aleasd in domeniul
vizibil (400nm-750nm). Acestea sunt transmise de-a lungul axului optic (axial) prin proba,
obtindndu-se un camp vizual puternic iluminat in care obiectele se disting prin opacitate sau
culoare.

Obiectivul este un sistem de lentile asezat spre obiect. El formeazd in partea
superioard a tubului microscopului o imagine reala, rasturnata, dreaptd si maritd A'B' a
obiectului AB.

Ocularul actioneaza ca o lupd. Ocularul reprezinta sistemul de lentile indreptat spre
ochi. El formeaza o imagine virtuala, dreaptd si marita A”B”, a imaginii reale datd de
obiectiv (Fig. 5.1.2.). El preia imaginea formata de obiectiv si oferd detectorului (ochiul,
camera video sau foto) o imagine finala care este virtuald, rasturnatd, marita. Preparatul cu
celule se afla de obicei inaintea focarului obiect al obiectivului
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Fig. 5.1.2. Formarea imaginii finale prin sistemele de lentile obiectiv si ocular

Existd o mare varietate de firme producatoare de microscoape optice. Deosebirile
sunt numai din punct de vedere constructiv. Existd cateva parti componente care nu pot
lipsi din niciun microscop optic:

1. sursa de lumina
condensorul
platina microscopului (masuta suport pe care se aseaza proba)

’revolverul” cu obiective de microscop

blocul de filtre

tubul microscopului cu ocularul

componente mecanice care permit deplasarea obiectivului sau a masutei pe care
se afla proba

Ordinea 1n care au fost enumerate este cea logica in sensul de mers al razelor de
lumind dinspre sursa spre ocular sau spre un alt senzor digital, in cazul unui microscop
inversat.

Toate acestea sunt fixate pe piciorul microscopului care contine o placa grea cu rol
in stabilitate.

Sursa este un bec care emite lumina alba (spectru continuu).

Condensorul are rol de a concentra fasciculul luminos intr-un con avand varful
situat intr-un focar situat pe proba de analizat. Este format din doud sau trei lentile si o
diafragma reglabild. Cu ajutorul sdu se obtin imagini cat mai luminoase ale preparatului.

Nowunbkwd

Obiectivul este un sistem de lentile intr-un suport metalic. Fata dinspre proba a
primei lentile este pland (numerotarea incepe dinspre probd). Rolul sau este de a mari
imaginea probei. Marirea sa si apertura numerica sunt inscrise pe suportul acestuia. De
asemenea mai este scris tipul de obiectiv corespunzator cu un mod de examinare (Ph-phase
contrast, DIC-diferential interference contrast).

Ocularul (pieasa opticd cea mai apropiatd de ochi) este asezat mereu In partea
superioara a tubului microscopului. Marirea acestuia este scrisd de obicei pe partea laterala.
El este format din doua lentile plan convexe si o diafragma. Cea superioard, avand rol de
lupa, este asezata cu partea pland in sus.

Componentele principale ale Microscop optic inversat Nikon Ti-U (Fig. 5.1.3.) sunt:
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Camera video DS-Fil pentru achizitia in timp real a imaginilor preparatului
investigat;
Computer conectat USB cu camera video;
Cheie USB pentru codul de utilizator al softului specializat;
Softul NIS Elements pentru achizitia si prelucrarea imaginilor;
Micrometru obiectiv;
Lame de microscop cu diferite preparate biologice sau microstructuri fabricate in
polimeri.
Componentele de baza pentru microscopul optic inversat Nikon Ti-U sunt:
Stalpul Ti-DH de sustinere a sursei de iluminare Dia de 100W.
Casa lampii de iluminare de 12V, 100W
Sursa de tensiune TI-PS100W
Masa reglabilda X-Y de sustinere a probelor, tip TI-SR
Doua oculare 10x
Turela tip TI-ND6 de fixare a setului de sase obiective
Obiective
Lentila condensorului
Manerul de focalizare a condensorului
Manerul diafragmei de camp luminos
Patru suporturi pentru filtre
Turela condensorului
Manerul dreapta de deplasare verticala a focalizarii obiectivului, cu reglara fina
(microviza) si grosierd (macroviza)
Manerul stanga de deplasare verticald a focalizdrii obiectivului, cu reglara find
(microviza) si grosierd (macroviza)
Maner de deplasare X-Y a masutei de sustinere a probei
Port pentru iesire laterala
Buton de reglare a stralucirii lampii Dia 100W
Buton de comutare on/off a iluminarii
Buton de selectare a drumului optic - comutd intre diferite iesiri (ochi sau CCD)
Buton de selectare a maririi intermediare
Baza microscopului
Blocul de sustinere a tubului ocular
Tubul ocular
Surub de centrare a condensorului
Diafragma aperturii
Inel de blocare a focalizarii grosiere
Montura condensorului
Inel concentric in masuta obiectivului.



Fig. 5.1.3. Microscopul optic inversat Nikon Eclipse Ti-U
http://www.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasemicroscopy.html

Puterea optica este raportul dintre tangenta unghiului sub care se vede un obiect
prin instrumentul optic si dimensiunea liniara a obiectului pe directia perpendicularad pe axa
optica.

g a,
i

P (5.1.1)

Ochiul prefera sa priveasca neacomodat imaginea y», de aceea, aceasta trebuie sa se
formeze destul de departe, impunind conditia ca razele emergente sa fie aproape paralele.
La limita rezultd ca unghiul facut de raza B"F, cu axul optic este egal cu unghiul facut de
raza B"O cu axul optic (Fig. 1.1.).

In aceasta aproximatie, putem scrie c¢d tanc, =y,/f, .., 1ar puterea opticd a

. . . tan o
microscopului se poate scrie ca P= PO

bg 1S ocutar
Pentru ca ultima imagine sd se formeze la infinit, trebuie ca imaginea intermediara
sa fie In focarul obiect al celei de-a doua lentile (A' se afld foarte aproape de focarul F,, la
limitd vom considera ca cele doud puncte chiar coincid).
Definim intervalul optic, e, distanta dintre focarul imagine al obiectivului si
focarul obiect al ocularului. Din asemanarea triunghiurilor A'B'F'; si ABO (obiectul se afla
practic in focarul obiectivului), rezulta.
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N, ¢ (5.1.2))
y] fobz’ectiv
iar puterea opticd a microscopului se va scrie: P= S (5.1.3)

obiectiv focular

In concluzie, putem spune cd@ puterea microscopului creste cu cresterea
convergentelor obiectivului si ocularului precum si a intervalului optic e. Prin deplasarea
obiectivului In procesul de punere la punct a imaginii preparatului, se modifica distanta e .

Puterea de marire a imaginii vazutd prin microscopul optic este practic egald cu
produsul dintre marirea obiectivului si cea a ocularului.

Grosismentul sau madrirea unghiulard este raportul dintre tangenta unghiului sub
care se vede un obiect prin instrumentul optic si tangenta unghiului sub care se vede un
obiect atunci cand este privit cu ochiul liber asezat la distanta optimd de citire (25cm).
Grosismentul microscopului este produsul dintre grosismentul ocularului si cel al
obiectivului.

_tan a,

microscop

microscop = Gobiectiv ’ Gocular (5 1 4)

2
tan o,

Relatia dintre puterea si grosismentul microscopului este

_P__ e (5.1.5.)
4 4fobiectv focular

Grosismentul este 0 marime fizica adimensionala.

Adancimea de focalizare sau adincimea cAmpului de lucru este capacitatea
obiectivului de a reda clar, in acelasi timp, detalii aflate in aceeasi probd dar in plane
diferite situate de-a lungul axului optic. Pentru un obiectiv obisnuit nu toate detaliile dintr-o
proba pot fi puse la punct (nu se pot focaliza) simultan. Existd acum obiective numite
EXTRA LONG WORKING DISTANCE care sunt proiectate cu scopul de a forma clar
imagini ale detaliilor aflate in plane diferite de-a lungul axului optic.

Apertura unghiulara este data de unghiul maxim din care o lentila colecteaza raze
de lumina, deci si imaginea obiectului. Pentru un obiectiv de microscop se considera
apertura numericd globala a sistemului de lentile din care este format, iar valoarea acesteia
este inscrisa de fabricant pe montura laterala.

Apertura numerica este egald cu produsul dintre indicele de refractie si sinusul
Jumatatii unghiului definit ca apertura unghiulara N4 =n-sin ¢ (Fig. 5.4.)
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Puterea de rezolutie se defineste ca fiind distanta minimd dintre doud puncte ce
mai pot fi observate distinct. Aceasta valoare este datd de formula Abbe

A
d= 5.1.6.
n NA ( )

unde A este lungimea de unda a luminii folosite, n este indicele de refractie al mediului
aflat intre probd si lentila frontald a obiectivului, iar NA este apertura numericd a
obiectivului.

Pentru un obiectiv iluminat cu lumina alba (vom considera lungimea de undda medie
A =0.55um), cu apertura numericd 0.3 (corespunde unui obiectiv cu marirea de 10x), situat
in aer, puterea de rezolutie este 1.83 pum.

Pentru a scadea aceastad valoare, se folosesc de obicei obiective cu marire mare care sunt
proiectate sa lucreze cu imersie (intre lentila obiectivului si proba se pune o picdtura dintr-
un lichid cu indice de refractie mai mare, de obicei ulei sau apd pentru care n,,, =1.5-1.6

N, =1.33).

!

8 - b 0 a
Fig. 5.1.4. Apertura numerica
a) a=7"—>NA=0.12,b)a =20° > NA=0.34 ¢) a =60° - NA=0.87

Pentru a calcula puterea de rezolutie maxima (distanta minima), vom considera ca
lucram cu o lungime de unda micd din spectrul vizibil (de exemplu A = 0.4 pm), apertura
unghiulard maximi teoretica este de 180°, iar sinusul jumatatii este 1, practic 0.95.

Va rezulta o distantd de aproximativ 0.3 pm, ceea ce reprezintd o limitd a
microscoapelor optice.

Doud puncte diferite situate la o distanta sub aceastd valoare nu se mai pot vedea
distinct cu un instrument optic.

Un obiectiv de microscop se mai caracterizeaza prin cAmpul de vedere (aria
transversald din proba care se vede deodata intr-o imagine).

Spectroscopia optica
Metodd de identificare si analizd a compozitiei chimice a unor substante bazata pe
investigarea spectrului emis sau absorbit de acea substanta
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Spectroscopie de emisie: substanta de analizat este adusd in starea in care emite un spectru
discret caracteristic (de exemplu este introdusa intr-o descarcare in interiorul unei lampi). in
acest caz pe un fundal intunecos se vor vedea doar liniile sau benzile emise de catre
substanta respectiva.

Spectroscopie de absorbtie: substanta de analizat este introdusa intre o sursd de lumind cu
spectru continuu si un detector. In acest caz, pe un fundal luminos colorat format din
spectrul continuu al 1dmpii, se vor vedea linii sau benzi intunecoase (fara culoare) la
lungimile de unda caracteristice substantei respective.

Elementele constructive principale:

pentru un spectroscop prin emisie:
substanta adusa in starea in care emite un spectru
prisma sau reteaua de difractie
detector
aparat de masura

pentru un spectroscop prin absorbtie
sursa cu spectru continuu
substanta de analizat
prisma sau reteaua de difractie
detector
aparat de masura

Spectroscopul este un aparat care poate avea una din urmatoarele elemente principale:

- o retea de difractie, care va descompune lumina nemonocromaticd, pe baza fenomenului
de difractie (fenomenul care se petrece atunci cind o undd intalneste obstacole de
dimensiuni comparabile cu lungimea de undi). In acest caz, obstacolele sunt fantele retelei
de difractie care vor devia lumina la unghiuri diferite in functie de lungimea ei de unda

- 0 prisma, care va descompune lumina nemonocromaticd, pe baza fenomenului de difractie
(fenomenul prin care indicele de refractie al unui material are valori diferite pentru diferite
lungimi de undi ale radiatiei incidente). In acest caz, combinat si cu fenomenul de refractie
la suprafata de separare prisma-aer, rezultatul este descompunerea radiatiei incidente in
componentele ei spectrale (diferite lungimi de unda vor fi deviate la diferite unghiuri).

Un spectroscop corect etalonat poate fi folosit si la determinarea concentratiei unor
substante, folosind legea Beer de atenuare:

I=1,exp(-L-c-¢)

unde [ este intensitatea radiatiei la iesirea din substanta
I, este intensitatea radiatiei incidente pe substanta
L este grosimea strabatuta prin proba
c este concentratia substantei

& este o constantd care se dermind din panta unei drepte realizatd pe baza unor
substante cu concentratii cunoscute



Cu ajutorul unui monocromator, se alege din totalitatea lungimilor de unda emise de
sursa cu spectru continuu, acea lungime de undd care se doreste a fi analizatd in
corespondenta cu substanta respectiva

Surse cu spectrul discret. Aplicatii

Fenomenul de fluorescenta: fenomenul prin care anumite substante pot emite o radiatie
luminoasd cu o lungime de unda caracteristica, atunci cand asupra lor este incidentd o alta
radiatie luminoasa pe care o absorb. Radiatia emisa are o lungime de unda mai mare fata de
cea incidentd; aceste substante se numesc fluorescente (energia fotonului emis este mai
mica decat cea a fotonului incident).

Pentru a explica principiul fizic al fenomenului, considerdm un atom al unei
substante care prezintd fenomenul de fluorescenta.

In stare normala, in acest atom, electronii se afld pe nivele cu valori discrete ale
energiei, valori care respectd postulatele Iui Bohr, satisfacand regula de a ocupa nivelele
cele mai apropiate de nucleu.

Asupra sa se trimite o radiatie electromagneticd cu lungimea de unda 4, . Un foton

incident va avea atunci energia:
Einc = hvinc = hC/j“inc (517)

unde / este constanta lui Planck, ¢ este viteza luminii in vid, v, este frecventa radiatiei
electromagnetice incidente. Electronul aflat pe nivelul energetic fundamental £, va absorbi
complet aceasta radiatie si va trece pe un nivel superior, acesta avand energi:

E =E,+E,_. (5.1.8.)

Electronul nu poate sta in aceasta stare decat un timp finit, astfel incat el va reveni pe starea
initiala, pierzand o energie egald cu diferenta valorilor energiilor de pe cele doud nivele:

E]—EO:Eem+Q:hvem+Q:j—c+Q (5.1.9.)

em

Acesta este ecuatia bilantului energetic in cazul emisiei prin fluorescenta.
O parte din energie va fi emisd in exterior sub forma de radiatie electromagneticd, dar vor
exista si pierderi, sub alte forme de energie (. Comparand ecuatiile (5.1.7.), (5.1.8.) si

(5.1.9.), se observa ca:
E, <E, =>4, >4, (5.1.10.)

Valorile celor doua lungimi de unda sunt specifice fiecdrei substante care prezintad
fenomenul de fluorescentd (sunt destul de putine substante naturale care prezinta acest
fenomen).
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Un exemplu tipic este cel in care excitarea se realizeazad cu radiatie din domeniul
ultraviolet (invizibila pentru ochiul uman), iar emisia este in domeniul vizibil.

Exista si cateva cazuri particulare cand un electron absoarbe doi fotoni incidenti,
trece Intr-o stare excitatd, iar in procesul de dezexcitare, emite o radiatie cu o lungime de
unda mai micd decat cea incidenta.

In general, nu toti fotonii absorbiti interactioneazi cu un electron, sau nu toti
electronii aflati intr-o stare excitata, vor reveni pe starea fundamentalda emitand o radiatie
electromagnetici. In acest caz, se defineste randamentul cuantic al fenomenului de
fluorescenta, ca fiind raportul dintre numarul de fotoni emisi si numarul de fotoni absorbiti.
De obicei, acesta se calculeaza relativ la o substanta standard care se considera a fi solutia
de sulfat de chinind in acid sulfuric.

Timpul de viata pentru mecanismele implicate in fenomenul de fluorescenta se
referd la timpul cat electronul std in starea excitatd inainte de a reveni pe nivelul
fundamental. Pentru substantele fluorescente cel mai des folosite, timpii de viatd sunt de
ordinul nanosecundelor.

Diagrama Jablonski se refera la nivelele energetice din atom implicate in fenomenul
de fluorescentd, adicd in mecanismul de excitare si dezexcitare (Fig. 5.1.5).

. tranzitii
Nivele — .
excitate l\ A neradiative

— ]

KN emisie

~— .

o prin

3 fluorescenta

O

2]

Y Nivele
fundamentale

Fig. 5.1.5. Nivele energetice atomice implicate in procesul de fluorescenta

Componentele principale ale unui microscop de fluorescenta inversat Nikon Eclipse
TiU (Fig. 5.1.6.), in ordinea in care sunt parcurse de cétre fasciculul luminos, care trebuie
introduse in calea opticad pentru a detecta preparatele in modul de examinare - fluorescenta,
sunt:

1. Sursa de iluminare este o lampa cu vapori de mercur de mare presiune avand un
spectru discret (lungimi de unda in ultraviolet si vizibil)

Filtru de excitare

Filtru dicroic

Obiectiv de microscop

Preparat marcat cu un marker de fluorescenta
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Obiectiv de microscop

Filtru dicroic

Filtru de emisie

Senzor sau detector (aparat foto, camera video, ochi)

Lo

a) b)
Fig. 5.1.6. a) Vedere de ansamblu a microscopului Nikon Ti-U, b) panoul frontal al
sistemului de alimentare pentru lampa cu vapori de mercur

e Fasciculul provenit de la lampa cu mercur va fi incident pe filtrul de excitare. Dintre
toate lungimile de unda care formeaza spectrul discret caracteristic mercurului, acest
filtru va lasa sa treacd doar pe cele mai mici decat o valoare de prag nscrisa pe
blocul de filtre. Exemple de filtre si domeniile de lungimi de unda care exista F1:
380-420 nm, F2: 450-490 nm, F3: 510-580 nm (intervalele de lungimi de unda sunt
enumerate in ordinea filtrelor). Celelalte lungimi de undd sunt absorbite sau
reflectate de acest filtru.

e Radiatiile cu lungimile de unda selectate vor ajunge la filtrul dicroic, care are rol de
oglinda si va reflecta in sus, spre proba, aceste radiatii cu lungime de unda mica.
Unghiul de incidentd pe acest filtru este de 45°, rezultind o schimbare cu 90° a
directiei de propagare. Exemple de filtre si domeniile de lungimi de unda care exista
F1: 430 nm, F2: 505nm, F3: 575 nm (intervalele de lungimi de unda sunt enumerate
in ordinea filtrelor).

e Radiatiile vor trece prin obiectiv si vor ajunge la proba, unde se produce fenomenul
de fluorescentd. Sunt emise radiatiile cu lungime de unda mare.
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Acestea sunt preluate de catre obiectiv care va mari imaginea probei.

Ele sunt directionate spre filtrul dicroic care, de data aceasta, nu va modifica directia
de propagare si va transmite nedeviate radiatiile cu lungimea de unda mare.
Urmaétorul element intalnit va fi filtrul de emisie care nu va lasa sa treaca decat
radiatiile cu lungimile de unda ce depdsesc o anumita valoare de prag; restul fiind
absorbite sau reflectate. Exemple de filtre si domeniile de lungimi de undad care
existd F1: 450 nm, F2: 520 nm, F3: 590 nm (intervalele de lungimi de unda sunt
enumerate in ordinea filtrelor).

Semnalul de fluorescentd astfel format ajunge la detector/senzor. Pentru a-1
vizualiza cu ochiul prin ocular, trebuie sd avem indicatia EYE la comutatorul din
dreapta-jos-fatd al microscopului.

Rotind acest comutator pand in dreptul indicatiei L, se va obtura calea spre ochi,
deschizand calea spre senzorul camerei video CCD. Imaginea preluatd de aceasta va
fi vizualizata pe monitorul computerului utilizand softul specializat NIS
ELEMENTS. Atentie: inainte de a apela deschiderea soft-ului, camera CCD sa fie
pornita si stick-ul de tip DONGLE sa fie introdus in computer.

proba marcata ey

fluorescent
- ™ obiectiv de
A |  microscop
i
lampa cu For r rex VY filtru
vapori de - — dicroic
mercur
- |
LY
Fem
Nem
— i B
detector| ]

Fig. 5.1.7. Schema de principiu a unui microscop de fluorescenta
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Acest tip de examinare, in care excitatia preparatului cat si detectia semnalului de
fluorescenta se realizeazd pe aceeasi cale opticd (in acest caz acelasi obiectiv de
microscop), se numeste microscopie de epifluorescenta.

Fluorimetrul

In afard de detectarea preparatelor biologice marcate fluorescent prin microscopie,
aparatul cel mai des folosit in laboratoarele de medicind, biologie, biofizica, biochimie, este
fluorimetrul. Acesta este un aparat foarte sensibil care poate detecta concentratii foarte
mici, de pand la o parte dintr-un trilion de substanta fluorescenta continuta intr-un preparat.

Dupa ce proba este excitatd, un fluorimetru permite determinarea lungimilor de
unda de emisie prin fluorescenta, intensitatea acestor linii cat si durata de viatd. Cu ajutorul
sau se pot analiza procese cum ar fi interactiunea dintre solvent si solvit, interactiunii inter-
si intra-moleculare. Schema de principiu a unui fluorimetru este prezentata in Fig. 5.1.7.

A

‘ L

)\ eX obiectul de
sursa mvestigat
lumina
alba - ' Aem

L F
¥ ex L
I:em
detector

Fig. 5.1.7. Schema de principiu a unui fluorimetru

Sursa luminoasa este o lampa cu xenon sau cu mercur astfel incat spectrul de emisie
s contind si cateva lungimi de unda in ultraviolet.

Folosind un sistem de oglinzi sferice, lumina este focalizatd pe fanta de intrare a
unui monocromator (se preferd oglinzile in locul lentilelor deoarece acestea focalizeaza
toate lungimile de unda in acelasi loc pe fanta, evitandu-se astfel aberatiile cromatice).

Fantele sunt ajustabile, de obicei.

Monocromatorul este practic format dintr-o retea de difractie care desparte lumina
incidenta de la lampa in componentele ei spectrale (culorile continute).

Prin rotirea acestei retele se aduce lungimea de unda dorita in dreptul fantei (care o
directioneaza spre preparatul analizat).

Inainte de a ajunge la proba, radiatia este impartita astfel incat o parte ajunge la un
detector care 11 monitorizeaza intensitatea si lungimea de unda.

Radiatia emisd de proba este incidentd pe o altd retea, a monocromatorului de
emisie, avand acelasi rol.

Diferitele lungimi de unda sunt orientate spre un detector sensibil deoarece semnalul
emis este mult mai slab.

Aplicatiile la care se poate folosi fluorimetrul sunt din domeniile: chimie,
biochimie,biofizica, biologie, medicind, botanica, agronomie, zootehnie, studiul mediului
inconjurator.
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BIOFIZICA S BIOINGINERIE - Note de curs

Surse monocromatice - LASER

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation - doua sisteme fizice in interactie:
campul electromagnetic din interiorul unui rezonator optic si
un mediu activ situat in acelasi rezonator optic.
un sistem care sa excite atomii de pe nivelul inferior pe cel superior -
sistem de pompaj.

Partile componente principale: mediul activ
sistemul de pompaj
rezonatorul optic

Conditie

Atomii, moleculele sau ionii mediului activ au cel putin doua nivele energetice a caror
diferenta de energie corespunde unei frecvente care este in rezonanta cu una din frecventele
proprii ale rezonatorului optic.

Daca atomii, moleculele sau ionii mediului activ sunt trecuti pe nivelul energetic superior
printr-un mecanism oarecare, modul electromagnetic rezonant ii stimuleaza pentru a trece
pe nivelul energetic inferior.

In decursul acestui proces de emisie stimulatd, atomii transferd diferenta de enegie
campului electromagnetic din cavitate, energia tuturor atomilor fiind transferata unui singur
mod de oscilatie a carui frecventa este in rezonantd cu frecventa rezonatorului optic.

Daca este asiguratd o inversie de populatie intre cele doua nivele atomice, dispozitivul este
un amplificator cuantic de radiatie.

TIPURI de LASER-¢

'] Mediul activ este solid (solid-state sau semiconductor), lichid sau gazos;

'] Lungimea de unda se afla in domeniul spectral infrarosu, vizibil sau ultraviolet, X-ray
lasers;

"1 Modul de operare este continuu sau in pulsuri;

'] Lungimea de unda este fixa sau acordabila (tunabil).

'] Au module speciale emitand fundamentala, prima armonica, a doua, sau armonici
superioare

Marimi fizice caracteristice ale unui fascicul laser

energia -

puterea - rata de energie

iradianta - densitatea de putere - puterea pe unitatea de arie

fluenta - densitatea de energie - energia pe unitatea de arie (iradanta Tnmulfita cu timpul de
expunere)

frecventa de repetitie si durata pulsului
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Performantele laserilor actuali

"] Puteri de varf> 10" W;

1) Lungimea pulsurilor mai micd ca 10™°s;

[ Diode laser eficiente si ieftine 400 nm, 620 — 670 nm, 700 — 1600 nm; + 1in infrarosu:
CO2 (10,6 um), erbiu (1,55 pm), Nd:YAG (1,064 pm), Nd:sticla (1,054 nm); in vizibil:
rubin (693 nm), Kr+ (676, 647 nm), He-Ne (633 nm), Cu (578 nm), armonica a doua
Nd:YAG (531 nm), Ar+ (514, 488 nm), He-Cd (442 nm); in ultraviolet: Ar+ (364, 351
nm), armonica a treia Nd:YAG (355 nm), N2 (337 nm); He-Cd (325 nm), armonica a patra
Nd:YAG (266 nm), excimer (308, 248, 193, 150 nm);

Q-switch: aceasta este o tehnica prin care un laser poate fi fabricat incat sa produca un puls
de lumind de o mare putere de varf (GW).

Mode-locking: aceasta este o tehnica in optica, prin care un laser poate fi fabricat incat sa
produca un puls de lumina de o durata extrem de scurta de ordinul ps sau fs.

Proprietatile radiatiei laser

Stralucirea )
Considerand Soarele ca un corp negru la 7 =10° K care emite in domeniul 10° A - 1 cm,
intensitatea totald a radiatiei este aproximativ 10’ W/m?, iar strilucirea la suprafati B ~10°
W-m? - st )

in cazul unui laser cu He-Ne avand puterea P =1mW dy =1 mm, A = 6328 A, intensitatea
maxima este 6,4-10*> W/m?, iar stralucirea B = 5-10° W-m™ - sr . Valori mult mai mari ale
stralucirii se obfin in cazul laserelor cu rubin care functioneazd in regim Q-switched, B
~10'° W-m™ - sr ', respectiv cel cu sticli dopatd cu Nd care emite la lungimea de unda A
=1,06 pum si are puterea de 3-10™ W, B= 5,34-1026 W-m? sl

Directionalitatea determinata de unghiul de divergenta. Un laser cu He-Ne avand puterea P
=1 mW si o dimensiune a spotului fasciculului gaussian dp =1 mm, A = 6328 A, are unghiul
de divergentd 6 = 2-10™ rad, iar unghiul solid Q =1,3-107 sr.

Monocromaticitatea. este proprietatea unei radiatii de a avea o unica lungime de unda
(frecventa) constanta in tot timpul propagarii. Orice sursa de lumina este caracterizata de un
interval de lungimi de unda, sau de frecvente

ov fiind largimea de banda spectrala
De exemplu, un laser HeNe are o largime de banda de 0.002nm in jurul valorii de 632.8nm,
iar un laser cu Ti:Sapphire are largimea de bandd de 30nm in jurul valorii de 800nm.

Coerenta. Coerenta reprezintd proprietatea undelor de a avea aceeasi lungime de unda si o
diferentd de faza constantd in timp. In cazul suprapunerii undelor coerente ia nastere
fenomenul de interferenta stationara.

Coerenta spatiala. Coerenta spatiald este determinatda de proprietatile transversale ale
undelor electromagnetice. Din punct de vedere al proprietatilor spatiale, radiatiile emise de
sursele clasice sunt net inferioare celor laser. Se refera la posibilitatea ca doua fascicule
care provin de la aceeasi sursa sa interfere chiar si dupa ce au strabatut drumuri cu lungimi
diferite (dar diferenta de drum optic nu trebuie sa depaseasca lungimea de coerentd).
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Coerenta temporala. Daca radiatia emisd la un moment dat de un punct al sursei poate
interfera cu radiatia emisd la un moment ulterior de acelasi punct al sursei, cele doud
radiatii sunt coerente temporal, marimea intervalului de timp caracterizand coerenta
temporala a surseil. Lungime de coerentd temporala

_ 1 timp de coerentd al radiatiei monocromatice,
Teeer -
270V
Loy =CTpppe = Ey—— lungimea de coerentd.

Tipuri de tranzitii intre nivelele energetice ale atomilor -

1. Bohr

Sa ne imaginam doi atomi aflati in diferite stari cuantice: unul in starea fundamentala 1 si
altul in starea excitata 2. Atunci, fiecare se afld in starile caracterizate de energiile discrete:
Wi si W, (vom presupune ca W;<W;). Atomul care se afla in starea W, poate reveni in
starea W, dupa un timp dt, emitand o radiatie cu frecventa:
_ Wz - W]

h
Aceasta tranzitie cuanticd este un proces aleatoriu, putandu-se vorbi de probabilitatea ei de
producere.
Se poate petrece si fenomenul invers de trecere a atomului din starea 1 in starea 2, dar in
acest caz, este necesarad absorbtia din exterior a unei radiatii cu frecventa
Vip =V =V
Aceasta teorie a lui Bohr de emisie si absorbtie, nu explica faptul constatat experimental, ca
diferite linii spectrale au intensitdti diferite.

V2]

2. Einstein

Einstein a dezvoltat aceasta teorie, considerand cad intensitatea liniilor spectrale este
proportionala cu probabilitatea de tranzitie de pe un nivel discret din atom pe un alt nivel
discret din atom.

Pentru a descrie interactia dintre substantd si radiatia electromagnetica, Einstein a
considerat substanta ca un ansamblu de atomi, caracterizati doar de cele doua nivele
energetice considerate mai sus (consideram doar doua nivele pentru simplitate).

Acesti atomi se afld intr-o incinta.

Ei nu interactioneaza intre ei, ci doar cu radiatia termica de echilibru din interiorul incintei.
Ei pot absorbi energie de la aceasta sau pot ceda o parte din energia lor, campului
electromagnetic.

In timpul interactiei, pot avea loc trei categorii distincte de tranzitie:
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absorbtie: un foton incident cedeaza energia sa unui electron aflat pe un nivel
inferior in atom. Electronul se va deplasa pe un nivel superior, primind de la foton energia
egald cu diferenta energiilor celor doud nivel eintre care s-a deplasat.

emisie spontand, : un electron aflat pe un nivel superior trece spontan pe un nivel
inferior cedand in exterior energia egald cu diferenta energiilor celor doua nivele. Aceasta
energie este preluatd de cétre un foton.

emisie stimulatd: un foton incident ciocneste un electron aflat pe un nivel superior.
Electronul trece pe un nivel inferior, cedand in exterior o energie egald cu diferenta
energiilor celor doud nivele. Aceasta energie este preluata de catre un foton. Si fotonul
initial avea o energie egala cu diferenta energiilor celor doua nivele. Rezultd doi fotoni cu
energii egale formand o radiatie coerenta.

Consideram in continuare ca populatiile celor doua nivele sunt: N; si respectiv N».
In cazul considerat mai sus dacd W;<W,, atunci avem N,<N; in condutii normale. Acest
lucru se poate demonstra considerand atomii mediului respectiv la echilibru termodonamic.

/4 w
N,Zg,-eXp(—k—;,] szgz'exp(_k_;,]

la temperaturi suficient de mari, raportul celor doua populatii este:

WZ
&g, CXp| ——
N, kT g, W, =W g, ( ho ]
N, ox wy g, kT g, kT
&1 "eXp T
gl si g2 sunt constante, iar aceste dependente ale numdrulu de sisteme atomice care
populeaza un nivel energetic intr-un mediu aflat in echilibru termodinamic la temperatura
T, sunt date de legea Boltzmann.

EMISIE SPONTANA 2 -1

Procesul de emisie spontana consta in fenomenul prin care un atom aflat pe nivelul (2)
trece spontan pe nivelul (1) cu energie mai mica, emitand diferenta de energie sub forma
unui foton.

Datorita acestui proces, numarul de atomi ai nivelului (2) scade in timpul dt, conform :

dN, =—A4,, N,dt

Numarul de tranzitii ale atomilor in intervalul dt este proportional cu probabilitatea A;; a
tranzitiei cuantice

Ay reprezintd coeficientul de emisie spontana al lui Einstein si are semnificatia
probabilitatii ca In unitatea de timp sa aiba loc un proces de emisie spontana.

Observam ca acest proces nu depinde de prezenta radiatiei electromagnetice.

Minusul arata ca numarul de sisteme de pe nivelul 2 scade in timp datorita procesului de
emisie spontana.

Integrand aceasta ecuatie stiind cd In momentul initial avem un numar cunoscut de atomi in
starea (2), atunci scaderea populatiei este de tipul:

N, ()= N, (0) -exp(=4,) = N, (0) - exp(~1/7,)
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BIOFIZICA S BIOINGINERIE - Note de curs

unde 1, este timpul de viatd mediu al nivelului (2), adica timpul dupa care populatia initiald
a nivelului scade de e ori. Acest timp de viata este foarte scurt, de obicei de ordinul 10® s.

EMISIE STIMULATA
Este fenomenul prin care un atom de pe nivelul (2) trece pe nivelul (1) in prezenta undei
electromagnetice cu frecventa v,;$1 cu densitatea spectrald de energie w,

Ca urmare a acestui proces, fotonul emis se adauga fotonului incident cu aceeasi pulsatie de
care este legat pritr-o relatie de faza. Se obtine o radiatie electromagnetica coerentd, cu
proprietdti deosebite. Aceasta radiatie este emisa de un laser.

Prin acest proces, populatia nivelului (2) scade conform relatiei:

dN,=-B, -w, N, -dt

B, este coeficientul de emisie stimulata al lui Eintein, iar

B,, -w, este probabilitatea ca in unitatea de timp sa aiba loc un proces de eisie stimulata.

ABSORBTIE

Absorbtia energiei electromagnetice de cdtre atomii de pe nivelul (1), este fenomenul in
urma caruia numdrul de atomi de pe nivelul (1) scade in timp conform relatiei:
dN,=-B,-w, N, -dt

B, este coeficientul de absorbtie al lui Einstein,

iar w,, densitatea de energie spectrala

B,, -w, reprezinta probabilitatea ca in unitatea de timp sa aiba loc un proces de absorbtie.
In urma absorbtiei unui foton are loc o tranzitie a electronului intre nivelele (1) — (2).

Echilibrul termodinamic este atins cand numarul proceselor de absorbtie este egal cu cel al
proceselor de emisie (stimulata si spontand) intr-un interval de timp dat:

Inversia de populatie

Din relatia raporturilor populatiilor, se observd ca daca avem W;<W,, atunci avem si
N,<N; pentru temperaturi pozitive. Daca insd printr-un sistem de pompaj se realizeaza
inversia de populatie N;<N,, atunci rezultd temperaturd negativd. Dacda un foton este
incident intr-un astfel de mediu in care s-a realizat inversia de populatie. Atunci, datoritd
fenomenului de emisie stimulata, dintr-un foton incident se obtin doi, din care se obf{in apoi
patru..... Astfel, avem o reactie in lant care duce la aparitia unui mare numar de fotoni.

Aplicatii ale laserelor -

1. Terapia

Laserele au diverse aplicatii, atdt in domeniul fundamental al stiintei (fizica, chimie,
biologie) cat si iIn domeniul aplicativ: telecomunicatii, producerea plasmei termonucleare,
fotografiere ultrapida, separarea izotopilor, uzinaj fotonic, masurdatori tehnologice
nedistructive, telemetrie, meteorologie, metrologie, medicinad etc.
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Laserii implicati in medicind au evoluat in timp, acum fiind disponibil un mare numar de
sisteme laser, dar toate au folosit

principiul de fototermoliza selectiva.

Acest principiu stabileste:

cantitatea exacta de energie, lungimea de undd exactd pentru un anume tesut care sa
distruga sau sa deterioreze doar acel tesut si sd nu afecteze tesuturile vecine

Timpul de relaxare termica: timpul de care are nevoie un tesut pentru a conduce termic
50% din energia laserului catre tesuturile vecine. Aproximativ, poate fi considerat
proportional cu patratul diametrului fascicolului laser.

Daca laserele care emit in continuu sunt t{inute pe tesut un timp mai mare decat timpul de
relaxare, atunci o cantitate excesiva de caldura va fi condusa spre tesuturile vecine

Timpul de izolare, este timpul in care cadldura cedatd mediului de cétre facicolul laser, nu
este transferatd mediului inconjurator si este aproximativ un sfert din timpul de relaxare.

Se considerd ca dubland marimea spotului, se mareste volumul efectiv de interactie de 8
orl.

Radiatia laser are capacitatea de a stimula unele procese biologice, de a grabi vindecarea
ranilor si a fracturilor, de a produce efecte terapeutice prin lasero-punctura (echivalent al

acupuncturii)
se bazeaza tot pe fenomenul de fototermoliza selectiva
* - energia laserului este transferatd restrictiv unui anumit loc din tesut datoritd
absorbtiei selective a cromoforului din acel loc
* - se alege o anumita lungime de unda si timp de expunere pentru a atinge doar

tesutul dorit, fapt ce distinge laserul ca unealta selectiva fata de altele din medicina
» - efectele pot fi: vaporizarea, coagularea, fotoruperea.

Atunci cand radiatia laser este folosita la tratamentul cancerului de piele, sau tumori: se
foloseste principiul:

cand se iradiaza cu o radiatie de o lungime de unda adecvata, are loc o reactie chimica
in urma careia se elibereaza o substanta toxica care apoi distruge selectiv tumoarea.
producerea radicalilor liberi care sunt foarte toxici pentru  celulele vii

Factori
Proprietatile optice ale tesuturilor biologice
sunt neomogene $i in general absorbante,
cu un indice de refractie mai mare decat al aerului - responsabil de reflexia la
interfata aer-tesut
Cele mai importante proprietati sunt:
- coeficientul de reflexie
- coeficientul de absorbtie
- coeficientul de imprastiere
- anizotropia optica (probabilitatea de imprastiere depinde de unghi)
- Ele impreuna determina transmisia totald care este diferita la diferite tipuri de tesut si la
diferite lungimi de unda.

De obicei, la suprafata tesuturilor, apare fenomenul de reflexie difuza daca nu sunt slefuite,
exceptie facand suprafata mediilor transparente (cornea).
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Partea dintr-o molecula, responsabild de culoarea ei, este cromoforul - absoarbe o anumita
lungime de unda si transmite sau reflectd celelalte, dand moleculei culoarea. El determina
schimbarea configuratiei moleculei cand asupra sa este incidenta o radiatie luminoasa.

Principalele componente-cromofore absorbante sunt:

hemoglobina in singe - predominantd in tesuturile vascularizate. Absoarbe
puternic lungimile de undd din vizibil si ultraviolet si este transparentd pentru
celalte lungimi de undd. Maximele de absorbtie sunt la: 280nm, 420nm, 540nm,
580nm.

melanina in piele, par - este pigmentul de baza din piele. Coeficientul ei de
absorbtie creste monoton de-a lungul domeniului vizibil, spre UV.

apa (constituentul de baza al tuturor tesuturilor) absoarbe puternic in IR si de aceea,
radiatia laserelor cu CO; care emit la 10600nm nu patrund prea adanc in fesuturi
0.1mm, dar pot produce incdlziri. Radiatia laserului cu Nd:YAG (1064nm) are o
adancime de patrundere mai mare 5-10mm.

proteinele - sunt macromolecule cu efect secundar in absorbtie. Absorb mai ales in
UV si vizibil, cu maximul cel mai mare la 280nm.

Cand radiatia este absorbita, ea furnizeaza o mare energie tesuturilor, iar reactia tesutului
depinde de intensitatea radiatiei si de timpul de expunere. Categoriile importante de
Interactie sunt:

I.

fotomecanici - la aplicarea de pulsuri scurte (ns-fs) si intense (10°-10"W/cm?) care
produc o incdlzire rapidd cu evaporarea si formarea unui nor de plasma (ioni) care
se extinde termic rapid. Se produc si unde de soc.

fototermica - la aplicarea pulsurilor cu energii putin mai mici si cu durata putin mai
mare care sunt absorbite de cromofor si transformate in caldurd care e disipatd
ducand la denaturarea proteinelor (la 42-65°C). Pentru a minimiza efectele nedorite
trebuie ca timpul de expunere sd fie mai mic decat cel de relaxare termica (pulsuri
de ms 10-10°W/cm?).

fotochimica - la aplicarea pulsurilor cu intensitate si mai mica, durata si mai mare
(min-sec) duc la un transfer de energie incet care induc reactii chimice folosite in
terapia fotodinamica (PDT) si in LASIK corectarea vederii. Laserele cu excimeri
(UV) sunt folosite pentru a rupe legaturile covalente in proteine.

Ele de obicei coexista in acelasi timp in acelasi loc, dar prin selectarea adecvata a lungimii
de unda, a intensitatii si a duratei pulsului, se poate maximiza unul sau altul dintre efecte.

2. Chirurgia

chirurgie cosmetica: indeparteaza cicatrici, tatuaje, semne din nastere, par, riduri
stomatologie:indepartarea cariilor, albirea dintilor, chirurgie orala

dermatologie: tratamentul acneei, cancer de piele

chirurgie laser pentru desprinderi de retind, cataractd si glaucom,
otorinolaringologie, histologie  (forarea i tdierea fesuturilor osoase),
gastroenterologie
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* microfascicule pentru chirurgie intracelulara

» cardiologie: angioplastie si recanalizarea vaselor

* neurologie: tdierea, vaporizarea si coagularea tesuturilor fard contact mecanic

* urologie: litotripsy (indepartarea pietrelor)

* terapie fotoradiativa

* tehnici de colorare si marcare pentru distrugerea selectiva a celulelor cancerigene

produce leziuni mai mici

necesita un timp mai scurt

energie mica, deci stricaciuni mici in zonele vecine

poate fi focalizat in volume de zecimi de micrometri cubi

poate distruge structuri celulare in numar mic

precizia in pozifionare

posibilitatea lucrului in locuri greu accesibile utilizand fibrele optice
putind sangerare (evapora celulele atinse si le cauterizeaza pe celelalte)
traumatism redus in vecindtatea impactului (absenta edemului)
reducerea durerii sau chiar disparitia ei

zona afectata termic de bisturiul laser are grosimea sub 10microni
atunci cand viteza de tdiere este lentd, trebuiesc luate masuri de securizare fata de fascicul

Chirurgia cu laser este foarte precisa, nu solicitd efort mecanic si nu este insofita de
sangerari importante, deoarece peretfii plagii se coaguleaza termic iar vasele mai mici se
inchid

Prima interventie cu laserul pe ochiul uman - in 1988 in Germania

ACUM pentru: corectarea defectelor de vedere (miopiei, hipermetropiei i
astigmatismului), in cataracta secundard, in unele forme de glaucom

Tehnica LASIK (laser assisted in situ keratomileusis) este mai eficace in viciile de refractie
severe. /nedureroasa /dupa cateva ore de la operatie, pacientul fiind complet refacut.

Raza laser, ghidata de computer, slefuieste corneea, modeland curbura acesteia. Cu o
precizie extraordinard, laser-ul inlatura straturi ultrasubtiri de tesut.

In cazul miopiei, laser-ul scurteaza axul ochiului, aplatizind corneea. Pentru astigmatism,
se indeparteaza o suprafata elipticd dintr-un anumit meridian.

in dezlipirile de retini, deoarece fasciculul laser poate stribate mediile transparente ale
ochiului fard a fi absorbit de acestea, intreaga lui energie fiind cedata retinei, care se lipeste
de sclerotica prin fotocoagulare de artere ale caror scapari dau nastere la borosulfuri.
Tratamentul glaucomului, permitand refacerea sistemului de drenaj al lichidului intraocular
si scazand, astfel, presiunea intraoculara.

PERICOLE:

+ incdlziri peste limita

+ densitati mari de putere localizata chiar la distanfe mari de sursa

+ cristalinul ochiului poate actiona ca o lentila ce focalizeaza pe retind, ducand la aparitia
unor pete-zone moarte.

+ 0.01W de la un laser pe retind este periculos, pe cand 60W de la un bec obisnuit este
suportat

Gradele de periculozitate ale laserelor:
CLASA 1 - siguri in orice conditie
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CLASA 2 - nesiguri pentru ochi pind la ImW si timp de expunere pe ochi sub 0.25s
CLASA 3A - in continuu pana la 5SmW radiatia directd pe ochi e periculoasa
CLASA 3B - in continuu pana la 0.5W siguri doar pentru a vedea radiatia difuzata
CLASA 4 - nesiguri - produc si arsuri pielii, iar pt ochi foarte periculosi

Tomografie optica coerenta (optical coherence tomography OCT)

Montajul experimental se bazeaza pe interferometrul Michelson

Proba este fixata intr-unul din brate

Pe detector (camerd video sau foto) se iInregistreazd imaginea de interferenta dintre
fascicolul provenit d ela proba si cel de referinta

Prin rotatii ale oglinzii din acelasi brat cu proba, se realizeazd scandri la o anumita
adancime din probd, in plan transversal, obtindndu-se imaginea unei sectiuni (fom —
sectiune)

Prin deplasari de-a lungul axei ale oglinzii din bratul de referinta se obtin sectiuni de la
diferite adancimi, investigadndu-se corneea sau sub nivelul pielii

- se alege sectiunea de investigat si se Imparte in elemente de volum, numite voxeli (volume
elements). De la fiecare voxel se obtine un semnal.

- Semnalul provenit de la un voxel este detectat de catre un dispozitiv specific (traductor) si
prin intermediul unui convertor analogo-digital este introdus intr-un calculator unde se
reconstruieste imaginea pe baza semnalelor primite de la toti voxelii.

- Fiecarui voxel 1i corespunde un element de imagine digitala numit pixel (picture element).
Elementele de imagine sunt ordonate intr-o matrice, in general pdtratica, cu n linii $i n
coloane, astfel incat numirul total de pixeli va fi n’.

- Fiecarui element (punct al imagimii) 1 se asociaza conventional o anumita culoare sau
nuantd de gri si un grad de luminozitate.

- Are rezolutie de micrometri.

- exista sisteme comerciale pentru: conservarea obiectelor de artd (se analizeaza diferite
strate), diagnosticarea in medicina, in oftalmologie pentru a obtine imagini detaliate ale
retinel, in cardiologie pentru a diagnostica boli coronariene.

In interferenta care implica lasere cu lungime de coerentd mare, figura cu franje apare si
dupa distante de metri. In OCT, interferenta este obtinuta cu surse cu spectru larg de
frecvente. Orice radiatie care nu respecta conditia de coerenta, nu interfera.

Aceasta tehnicad ofera imagini de sub suprafata unui obiect transparent, poate studia probe
vii, direct, in timp real, nu e nevoie de o pregatire anterioara a probei, nu foloseste radiatii
lonizante.

Rezolutia ei este mai buna decat cea a imaginilor obtinute cu sunete sau ultrasunete.

Sursele care se folosesc nu sunt periculoase (IR apropiat), nu se strica proba.

De notat este faptul ca o parte din radiatie nu este reflectatd ci imprastiata, dar numai
radiatia reflectata este coerenta.
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In OCT, interferometrul optic este astfel folosit incat sa detecteze doar lumina coerent.
Tehnica este marginitd la obtinerea imaginilor cu 1-2mm sub suprafata tesuturilor
biologice, deoarece la adancimi mai mari, radiatia care nu este imprastiata este foarte mica
pentru a mai putea fi detectata.

Citometria de flux

Un alt aparat comercial, introdus de curand in laboratoarele din clinicile medicale
sau spitale, este citometrul (Fig. 5.1.8.) care foloseste fenomenul de fluorescenta.

Sursele de radiatii sunt diferite lasere.

Scopul principal al acestui aparat este de a numara celulele pe anumite categorii,
dupa caracteristicile lor.

Pentru a fi incadrate intr-una dintre categorii, celulele sunt marcate fluorescent si
introduse intr-un sistem fluidic.

Acestea vor curge prin fata unui sistem format din mai multi laseri, unul din ei
avand acea lungime de unda specifica pentru a produce fenomenul de fluorescentd a unei
anumite categorii de celule (s1 pentru alte categorii, nu).

Semnalul de fluorescenta specific trece printr-un sistem de filtre dicroice care
reflectd (la 45°) anumite lungimi de unda, ldsdndu-le pe celelalte nedeviate spre filtrul
urmitor. In dreptul fiecarui filtru este pozitionat un detector pentru o lungime de unda
specifica. In momentul in care unul din detectori primeste un semnal, acesta este asociat cu
o anumit3 clasd de celule. in acel moment, sunt comandate anumite circuite aflate in calea
pe care o urmeaza apoi celula. Acestea actioneaza impedimetric sau electrostatic asupra
celulei respective (care trece in acel moment prin dreptul lor), directionand-o pe un drum
specific, in concordantd cu semnalul de fluorescenta detectat.
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Fig. 5.1.8. Schema de principiu a unui citometru de flux

Multe aparate au posibilitatea si de a sorta celule/particule cu diferite proprietati.
23



BIOFIZICA S BIOINGINERIE - Note de curs

Acestea furnizeazd semnale diferite detectorului, care, In timp real analizeaza semnalul si 1l
compara cu o bazd de date. Daca semnalul se incadreazd intr-un anumit tipar de sortare
aflat in memoria aparatului, atunci celula este de un anumit tip si se aplica un camp electric
exact In momentul precis in care trece acea celula. Tot lichidul se sparge in picaturi
continand celule.

Apoi ea cade din microcanal intre doud placi metalice care sunt puternic pozitive si
negative, respectiv. Particula incédrcata, se indreaptd spre placa incarcatd opus si
directionatd spre un anume vas.

Apoi campul electric este indepartat.

5.2. Analizatorul vizual. Defecte de vedere

Notiuni de optica geometrica

O lentild opticd este un mediu transparent pentru lungimile de undd din vizibil
separat de mediul exterior prin doua suprafete, dintre care cel putin una este curba.

Suprafata curbd poate fi sfericd, cilindrica sau alte combinatii.

O lentild este consideratd subtire atunci cand grosimea ei d este mica in comparatie
cu razele de curburd ale suprafetelor care o delimiteaza.

Daca focarele sunt reale, adica razele paralele se strang, dupa trecerea prin lentila,
intr-un punct real, lentila se numeste convergenta sau pozitiva.

In cazul focarelor virtuale, fasciculele paralele devin, dupi refractie, divergente, iar
lentila se numeste divergentd sau negativa.

Lentilele convergente au marginile subtiri, iar cele divergente au marginea mai
groasa decéat centrul.

O lentila sferica reprezintd un mediu transparent caracterizat de doud raze de curburd a
suprafetelor sale slefuite (R; s1 Ry) si de un anumit indice de refractie (nieniia). Lentilele
sunt considerate subtiri daca razele de curburd ale suprafetelor sunt mult mai mari decat
grosimea lor. (este decupata dintr-o sfera)

Lentile cilindrice - ale caror fete sunt decupate din niste cilindrii.

focarul este acel punct in care se intalnesc razele de lumina care vin de la infinit, paralel cu
axul optic principal dupd ce strabat lentila, respectiv punctul din care pleaca razele de
lumina care, dupa refractia pe lentila, merg paralel cu axul optic principal.

Vom vorbi in continuare despre lentile sferice convergente.

Dreapta care trece prin centrele de curbura ale celor doud suprafete este considerata
axul optic principal al lentilei (Fig. 5.2.1.a), iar punctul sau de intersectie cu dreapta ce
uneste marginile lentilei, se numeste centrul lentilei.

Orice altd dreapta care trece prin centrul lentilei, se numeste ax optic secundar.

O lentild este caracterizatd prin valoarea distantei focale, care este distanta dintre
lentild si punctul in care se strang razele unui fascicul ce intra in lentild paralel cu axul optic
principal. Orice lentild are doud focare principale, situate pe axul optic: F; este focarul
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obiect principal, Fi' este focarul imagine principal (Fig. 5.2.1.). Mai existd o infinitate de
puncte focare secundare situate in cele doua plane focale.

a) L b) L |
- — 7 C
' —A B
ax optic RaY Al
principal E/ 0
/ { / . Fl' A Fl Fl'
p /6 @QE‘D&/ p / c" B
Q;\\c; 77 1 plan
&7 focal

Fig. 5.2.1. Drumul principalelor raze printr-o lentila convergenta

Inversul distantei focale se numeste convergenta lentilei si are ca unitate de masurd
dioptria. Dioptria este convergenta unei lentile care are distanta focald egald cu un metru.
Pentru lentile convergente C>0 (focare reale),

Pentru lentile divergente =~ C<0 (focare virtuale).

Marirea liniara a unei lentile arata de cate ori este mai mare dimensiunea imaginii
fatd de dimensiunea obiectului, pentru obiecte situate perpendicular pe axul optic principal

y X
p="2="2

i X

(5.2.1)

Reguli generale pentru determinarea pozitiei si a marimii imaginii formate printr-o
lentild (urmariti Fig. 5.2.1.b):

= 0 razd de lumina care traverseazad lentila prin centrul sdu, ramane nedeviatd dupa
refractia prin lentila

= 0 razd care trece prin focar, devine paraleld cu axul optic principal dupd refractia
prin lentila

= 0 razd care intra in lentild paraleld cu axul optic principal, va iesi din aceasta prin
focarul imagine principal

= un fascicul care intra in lentila paralel cu axul optic principal, va forma la iesire din
aceasta, un punct luminos in focarul imagine principal al lentilei

= un fascicul care intra in lentild paralel cu unul din axele secundare, va forma la
iesire din aceasta, un punct luminos in planul focal imagine (deasupra sau
dedesubtul axului optic principal)

Relatia fundamentala a lentilelor sferice subtiri se aplica pentru calculul distantei la care
se formeaza imaginea, x,, daca se cunoaste pozitia obiectului, x;:

11 1 1) 1
Z_x_]:("_l)'(R_]_R_z]:7 (5.2.2)

unde R, si R, sunt razele de curburd ale celor doud suprafete, n este indicele de refractie
al materialului din care este confectionatd lentila consideratd a se afla in aer, iar f este
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distanta sa focala. Distanta x, este cea dntre obiect si lentild, iar distanta x, este cea dintre
lentila si imaginea obiectului.

Se considera un sistem de axe de coordonate xOy care au originea in centrul lentilei
(sensul conventional matematic). Segmentele x;, X2, Ry, Ra, y1, y2, fi, 2, vor fi considerate
cu semnul lor algebric

Pentru un sistem de lentile alipite convergenta totala este egald cu suma convergentelor
individuale.

Pentru un obiect situat la distante diferite de o lentild convergenta, se observa ca imaginea
este reald (se afla la intersectia rezelor de lumina si poate fi captatd pe un ecran) daca
obiectul este situat la o distantd mai mare decat distanta focala fata de lentila convergenta.
Daca obiectul este situat intre focar §i centrul lentilei convergente, imaginea devine virtuala
(aflatd la interesectia prelungirilor razelor de lumind, nu poate fi captata pe un ecran)
Lentilele divergente dau imagini virtuale ale obiectelor reale, indiferent de pozitia acestora
fata de lentila.

Daca se considera o suprafatd sferica de raza R de separare intre doud medii cu indicii de
refractie: n; §i ny, atunci se defineste puterea refractiva ca fiind:

p— n, —n
R
aceasta este pozitiva pentru suprafetele convergente si negativa pentru cele divergente.
Daca lentila nu este subtire, ci de grosime, d, atunci puterea refractiva a sa se scrie in
functie de puterile refractive ale celor doud interfete:
d
P=F+P,-P-P-—
n
unde n este indicele de refractie al materialului din care este confectionata lentila situata in
aer.

In ochi sunt cel putin patru suprafete sferice de separatie: 1) aer-cornee, 2) cornee si
umoarea apoasd, 3) Suprafata anterioarda cristalinului, 4) Suprafata posterioard a
cristalinului

cea mai mare convergentd provine de la interfata cornee-aer. Restul sunt mici corectii.

Aberatii optice
Aberatiile care afecteaza aparatele optice se pot clasifica in:

1. aberatii de sfericitate: razele care trec prin lentild la diferite distante fatd de axul
optic principal se intalnesc in puncte diferite de-a lungul acestuia. in loc de un punct
focal, se observa o patd focala. Aceasta se datoreaza faptului c@ portiunile laterale
ale lentilei refracta razele la un alt unghi de refractie decét portiunea centrala (Fig.
5.2.2.a).

Aberatia de sfericitate apare in cazul in care se folosesc fascicule largi de lumina.
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Ea depinde de curbura suprafetelor lentilei si de indicele de refractie al materialului
din care este confectionata.

Deoarece lentilele divergente prezintd aberatia de sfericitate intr-un sens, iar cele
convergente in celalalt sens, acestea se combind pentru a obtine corectarea aberatiei
de sfericitate.

a) L b) L

violet
Fr rosu

O P rosu
1 1 violet

! !
Fig. 5.2.2. Aberatia de sfericitate (a) si aberatia cromatica (b)

aberatii cromatice: apar atunci cand se lucreazd cu o sursa de lumind albd (mai
multe lungimi de unda) si se datoreaza fenomenului de dispersie.

Undele luminoase avand diferite lungimi de undd vor fi refractate la unghiuri
diferite (deoarece materialul din care e confectionata lentila prezintd indici de
refractie diferiti pentru diferite lungimi de unda) (Fig. 5.2.2.b).

Ca efect, razele corespunzatoare diferitelor lungimi de unda vor forma focare in
pozitii diferite pe axul optic, iar marginile obiectelor apar colorate.

aberatii datorate fenomenului de difractie: apar atunci cand obiectele sunt foarte
mici, de dimensiuni comparabile cu lungimea de undd. Fenomenul de difractie se
produce pe detaliile probei de analizat.

Efectul constd in aparitia maximelor si minimelor de difractie care vor inconjura
diferitele detalii, imaginea aparand neclara. Datoritd acestui fenomen nu se pot
observa optic obiecte mai mici decat o anumitd limitd, cunoscutd sub denumirea de
’limita de difractie”.

Valoarea acesteia este data de formula lui Abbe:

d=—"
nsmao

unde A este lungimea de undd a luminii folosite, n este indicele de refractie al
mediului aflat intre proba si lentila frontald a obiectivului, o este jumatate din
apertura unghiulara.

Ochiul uman liber nu poate observa ca elemente distincte doua puncte sau doua linii
separate printr-o distantd mai mica de 0.1mm

Elementele principale ale analizatorului vizual

Cu ajutorul analizatorului vizual se receptioneaza, se analizeaza si se traduc in impulsuri
nervoase informatiile privind forma, dimensiunile, pozitia, miscarea si culoarea obiectelor.

Semnalul fizic ce poate fi receptionat de catre analizatorul vizual este radiatia
electromagnetica cu lungimea de unda A cuprinsa intre 400 - 750 nm.
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Absorbtia radiatiilor electromagnetice de catre ochi este selectiva.

Elementele componente:

ochi,

traiectele nervoase,

statii de prelucrare intermediare si

proiectia corticala.

In cele ce urmeaza va fi abordat numai segmentul periferic — ochiul.

Structura ochiului

Ochiul are o forma globulara cu diametrul de cca. 2,5 cm.

In ordine, antero-posterior, elementele ochiului sunt:

- corneea (transparentd, grosimea ei creste de la centru spre periferie unde atinge
aproximativ 1 mm)

- sclerotica (tesut opac, fibros si elastic care acopera globul ocular pe 5/6 din suprafata sa)

- camera anterioara cu umoarea apoasa

- irisul (diafragma inelara pigmentata, din fibre de tesut conjunctiv si fibre netede); fata
anterioard a irisului, colorata diferit la diferiti oameni se vede bine prin cornee

- cristalinul — lentild biconvexa mentinuta de fibrele zonulei lui Zinn; cristalinul este
inconjurat de un 1invelis elastic numit cristaloidd care cuprinde un sistem de fibre
transparente agezate in paturi concentrice;

- camera posterioaria cu umoarea vitroasa

- retina (cu foveea, pata galbena (macula lutea) — zona perifoveald pigmentata in galben si
papila (pata oarba) — stratul prin care nervul optic strabate tunicile globului ocular)
constituitd din prelungirea nervului optic, se intinde pana la zonula lui Zinn; grosimea totala
a retinei este de 0,4mm; dintre toate straturile care o formeaza, cel mai important este cel cu
conuri si bastonase, prelungire diferentiata a celulelor nervoase terminale ale nervului optic.
- coroida (tesut puternic pigmentat care absoarbe lumina parazitd, Tmpiedicand difuzia
acesteia 1n interiorul ochiului); inspre partea anterioara coroida este ingrosata si formeaza
corpul ciliar format in parte de muschiul ciliar, constituit din doud grupe de fibre netede,
unele rectilinii in directia meridianului ochiului, altele circulare la periferia corneei.
Muschii ciliari (fibre radiale si circulare) si zonula lui Zinn (ligament inelar legat de
sclerotica, alcatuit din fibre elastice) permit modificarile convergentei cristalinului. Zonula
mengine cristalinul n pozitia sa in stare de tensiune mecanica. Muschii ciliari pot elibera,
prin contractie, cristalinul de sub tensiunea zonulei.

Proprietiti ale vederii

Acuitatea vizuala

Dimensiunea imaginii unui obiect etse data de unghiul format de dreptele care trec prin
centrul optic si extremitatile obiectului, unghi care defineste diametrul aparent (masurat in
minute de arc).

Obiectele de dimensiuni diferite pot avea acelasi diametru aparent, in functie de distanta la
care se afla..
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Numim distantid separatoare minimd diametrul aparent limitd sub a carui valoare,
imaginile a doud puncte se suprapun.

Acuitatea vizuald sau puterea de rezolutie este definitd ca fiind inversul distantei
separatoare minime.

Acuitatea vizuala depinde de:
- factori dioptrici: aberatia de sfericitate si cromaticd, difractia datorita imperfectiunilor
mediilor oculare, difuzia luminii datorita reflexiilor pe retina, erori de refractie

- factori retinieni: legati de structura granularad si discontinud a retinei, centrul petei ce
reprezinta imaginea trebuind sa se gaseasca pe celule receptoare distincte;
- factori legati de stimul: forma i marimea detaliului, contrastul de luminozitate,
iluminarea fondului, timpul de expunere, compozitia cromatica (prin eliminarea aberatiilor
cromatice, lumina monocromatica mareste acuitatea vizuald).
Diminuarea acuitatii vizuale se numeste ambliopie.

Vederea clara se realizeaza intre doud puncte: punctum proximum — pp- s1 punctum
remotum —pr-.

Pp — cel mai apropiat, vazut clar cu acomodare maxima.

Pr — cel mai departat, vazut clar fara acomodare.

Campul vizual

Campul vizual reprezintd ansamblul punctelor vizibile aflate pe o calotd sfericd avand
ochiul 1n centru (consideram capul nemiscat si privirea indreptata intr-o directie fixa).
Céampul vizual al ochiului uman are in total 170 de grade pe orizontala si 150 de grade pe
verticala.

Adaptarea la lumina (reflexul pupilar)

Irisul reprezinta o diafragma care limiteaza fluxul luminos ce cade pe retind si contribuie la
micsorarea aberatiilor cromatice si de sfericitate produse de lentilele ochiului. Dimensiunea
pupilei este controlatd de doi muschi netezi, unsfincter inelar si un dilatator radial, plasati in
iris.

Cand luminozitatea este slaba, fibrele radiale ale irisului se contractd (midriaza), diametrul
pupilei creste.

La iluminare excesiva, fibrele circulare ale irisului micsoreaza pupila (mioza).

Acomodarea la distanti Intr-un ochi normal, imaginea unor obiecte foarte indepartate se
formeaza pe retina.

Daca obiectele sunt situate la o distantd mai mica de 6 m de ochi, imaginea lor s-ar
forma in spatele retinei daca cristalinul nu s-ar bomba marindu-si convergenta.
Aceasta se realizeaza astfel: cristalinul este inconjurat de un ligament circular, zonula lui
Zinn, pe care se afla inserati muschii ciliari circulari si radiali. La contractia fibrelor
circulare, zonula se relaxeaza si cristalinul iese de sub tensiune, bombandu-se sub efectul
propriei elasticitafi. Convergenta sa va creste si imaginea se formeaza mai aproape de
centrul optic (mai in fatd, deci pe retind). Invers, la contractia fibrelor radiale, zonula este
din nou pusa sub tensiune, cristalinul se subtiaza si 151 micsoreaza convergenta.

Defectele geometrice ale vederii (ametropiile)
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Ochiul normal se numeste ochi emetrop, el poate vedea clar obiectele departate, fara
acomodare. Ochiul emetrop, din punct de vedere fizic, are focarul posterior pe retina.

in cazul in care ochiul nu vede clar, fird acomodare, obiectele situate la infinit, el se
numeste ametrop.

Defectele geometrice ale vederii pot fi clasificate astfel, in functie de cauza lor:
- defecte axiale (dimensiunile globului ocular)

- defecte de curbura (forma dioptrilor)

- defecte de indice (indicii de refractie ai mediilor transparente)

- defecte de elasticitate (proprietatile mecanice ale cristalinului)

Miopia

Acest defect de vedere se manifestd prin cresterea convergentei ochiului, ducand la
micsorarea distantei focale.

Pentru un obiect situat la distanta x;, imaginea sa se va forma la o distantd mai mica pentru

. . - I 1 1 o .
ochiul bonav decat pentru cel sandtos — ——=— — 1imaginea se formeaza inaintea

X, X
retinei

In functie de cauza acestei cresteri exista mai multe tipuri de miopii:

- Miopia axiala, cel mai fecvent intalnitd, este caracterizata de axul anteroposterior mai
lung decat cel al ochiului emetrop (anatomic se departeaza retina de cristalin), din aceasta
cauza imaginea se formeaza inaintea retinei. Pp si pr se afld mai aproape de ochi.

- Miopia de curbura: curbura cristalinului este mai mare, convergenta va fi maritd (de
obicei este legata de oboseald).

- Miopia de indice caracterizatd de cresterea indicelui de refractie datorita cresterii
concentratiei saline in anumite stari patologice (varsaturi incoercibile, diarei rebele, mari
hemoragii si plasmoragii, expuneri excesive la soare, socuri traumatice, lipotimie — in
aceste din urma doud cazuri, deshidratarea si hiperconcentrarea salind consecutiva apar ca o
consecintd a fugii apei din fesuturi spre patul vascular largit ca urmare a epuizarii
mecanismelor neuro-hormonale de mentinere a tonusului vascular).

In toate cazurile se corecteaza cu lentile divergente care au convergenta negativa (C < 0,
focare virtuale) care, adaugata convergentei crescute a ochiului, o aduc in limitele normale,
imaginea se formeaza pe retina.

Hipermetropia

Se caracterizeaza prin scaderea convergentei totale a ochiului.

Imaginea se formeaza in spatele retinei, pp cat si pr se afla mai departe de ochi decat in
cazul ochiului emetrop.

Tipuri de hipermetropie:
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- Hipermetropia axiala caracterizatd de modificari anatomice ale axului anteroposterior
(acesta devine mai scurt decat cel al ochiului emetrop)

- Hipermetropia de curbura caracterizatd prin cristalinul mai alungit. Cristalinul trebuie sa
se bombeze in permanentd pentru a aduce imaginea pe retina.

in ambele cazuri corectarea vederii se face cu ajutorul lentilelor convergente care au o
convergentd pozitiva (C > 0, focare reale), prin urmare, insumand convergenta lentilei cu
convergenta scazuta a ochiului hipermetrop se obtine o convergenta totald corectd egald cu
cea a ochiului emetrop.

Se produc uneori si hipermetropii din cauza absentei cristalinului (congenital — foarte rar
sau extirpat printr-o operatie de cataracta), caz in care ochiul se numeste afac.

Presbiopia sau prezbitismul este o ametropie de elasticitate care apare, in general, dupa
varsta de 40 de ani. Bombarea cristalinului se face mai dificil, deoarece elasticitatea
acestuia se diminueaza odata cu inaintarea in varstd. Se folosesc lentile convergente pentru
a vedea obiectele apropiate.

Biofizica receptiei vizuale Structura retinei

N = = o 2 . .
retina este o structurd complexa cu o suprafatd de cca 2 cm” si grosimea de 350 pum
compusa din 6 tipuri de celule, dispuse in straturi succesive:

- celulele epiteliului pigmentar - un singur sir de celule epiteliale; pigmentul continut de
acestea — melanina — absoarbe lumina (pentru a evita difuzia).

- celulele fotoreceptoare, celulele cu conuri si bastonase, care contin pigmentii
fotosensibili. Sunt orientate cu extremitatea fotosensibild Inspre coroidd, fiind partial
ingropate in epiteliul pigmentar. In pata oarbd, pe unde ies fibrele nervului optic, celulele
fotoreceptoare lipsesc complet.

- celule orizontale fac sinapsa cu celulele fotoreceptoare

- celulele bipolare, alcatuind primul strat al neuronilor vizuali (de aceea retina poate fi
consideratd o porfiune de creier periferic), realizeaza legaturi intre celulele receptoare si
cele ganglionare.

in zona foveald o celuld con realizeazi legaturi sinaptice cu o bipolara si fiecare bipolara
cu o ganglionara. Spre periferia foveei si in afara acesteia, mai multe celule con 0
bipolard si mai multe bipolare o ganglionara.

- celulele amacrine realizeazd conexiuni intre neuronii bipolari, Sunt lipsite de axon si
trimit informatii dinspre centru spre periferie.

— celulele ganglionare — fac sinapsa cu cele bipolare, iar axonii lor alcatuiesc nervul optic.
Pata oarba, lipsita de celule fotoreceptoare, este locul in care nervul optic se indreapta spre
corpii geniculati laterali, dupa ce strabate invelisul globului ocular.

Cand rodopsina este inactivatd (adica in lipsa radiatiei) se gaseste in forma izomera 11 —
Cis.

Absorbtia fotonului duce la izomerizarea rapida a cromoforului, in forma 11 — trans, catena
intinzandu-se.
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Izomerizarea spontana are o probabilitate de aparitie de o data la 1000 de ani.

Activarea rodopsinei are ca finalitate desprinderea retinalului de opsind. Transformarile au
loc in mai multe etape, trecand prin produsi intermediari care au timpi de viata diferifi (dar
de ordinul 10” s pani la secunde).

Regenerarea rodopsinei cuprinde izomerizarea inversa a retinalului din forma trans in
forma 11-cis si alipirea retinalului de opsina.

Membrana bastonasului contine numeroase canale de Na' si Ca'", astfel incat, la intuneric,
existd un influx pasiv de Na'si Ca’" (curent de intuneric) (10-15% Ca™).

In intuneric membrana este polarizata negativ (-20 — - 40 mV). Ionii de Na" intrd in celulele
fotoreceptoare prin canale, dar nu se acumuleaza deoarece sunt evacuati pe masura ce intra.
Calciul este evacuat printr-un mecanism antiport . Curentul de Na" (Ca'") reprezinti
curentul de intuneric.

In urma fotoexcitarii si activarii rodopsinei, se inchid canalele de Na“ (Ca"™), curentul de
intuneric dispare si membrana se hiperpolarizeaza.

Potentialul celular poate ajunge la —80 mV, depinzand de intensitatea luminii.

Variatia de potential declangeaza excitatia neuronilor bipolari, astfel incat potentialele de
actiune aparute 1n acestia ajung in final la sinapsa cu neuronul ganglionar, pe care-l excita.

De la neuronul ganglionar vor porni trenuri de potentiale de actiune tot sau nimic care, pe
calea nervului optic, ajung in corpii geniculati si apoi in scoarta cerebralda (scizura
calcarind) unde produc senzatia vizuala.

Bastonasele au o sensibilitate foarte mare: un singur foton poate duce la blocarea intrarii in
celuld a 10° sarcini pozitive — amplificare de putere.

5.3. Interactia undelor electromagnetice cu substanta

La interactia cu substanta, radiatiile electromagnetice cedeaza energie atomilor si
moleculelor.

Efectele interactiei pot fi:

- cresterea energiei de agitatie termicd a atomilor si moleculelor

- excitarea atomilor si moleculelor (electronii ce intrd in alcdtuirea acestora pot trece pe
nivele de energie superioare, tranzitiile fiind cuantificate)

- lonizarea atomilor i moleculelor (extragerea electronilor din invelisurile electronice ale
acestora).

La interactia cu substanta, radiatiile electromagnetice cedeaza energie atomilor si
moleculelor. Efectele interactiei pot fi:

- cresterea energiei de agitatie termicd a atomilor si moleculelor

- excitarea atomilor si moleculelor (electronii ce intrd in alcdtuirea acestora pot trece pe
nivele de energie superioare, tranzitiile fiind cuantificate)
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- ionizarea atomilor si moleculelor (extragerea electronilor din invelisurile electronice ale
acestora).

In functie de energie, efectul radiatiilor incidente asupra substantei cu care interactioneazi
poate fi diferit si de aici decurge clasificarea lor in:

- Ionizante — cele care sunt capabile sa produca ionizarea, datoritd energiei mari

- Neionizante — radiatii de energie mica, incapabile sa produca ionizarea.

FOTOBIOLOGIA studiaza interactiunea radiatiilor electromagnetice neionizante cu
sistemele biologice.
Energia de ionizare a principalilor atomi care intrd in structura biomoleculelor este:

13,54 eV pentru hidrogen,

13,17 eV pentru oxigen,

11,24 eV pentru carbon (cea mai mica)

14,51 eV pentru azot.
lungimea de unda a radiafiei care are energia suficientd pentru a produce ionizarea
carbonului:
E = he/A — A =he/E = 6,62 -10°* 3- 10%/11,24:1,6 -10"°= 110 nm
Radiatiile X si y indeplinesc conditia, deci numai acestea pot produce ionizari ale
principalilor atomi din componenta materiei vii.
Radiatiile X siy se numesc radiatii ionizante.
Radiatiile cu lungimea de unda mai mare de 100 nm incepand cu UV (radiatii ultraviolete)
extrem (100-190 nm) s1 mergand spre undele radio lungi sunt radiatii neionizante.
Ele sunt radiatii cu care aproape toate sistemele vii convietuiesc si sunt absorbite selectiv de
catre moleculele componente ale sistemelor vii.

1. Transferul energiei undelor electromagnetice catre molecule, ducand la cresterea energiei
acestora: E=E.+ E,+ E, E.— energia electronilor

E,— energia de vibratie

E.— energia de rotatie
Prin cresterea energiilor de rotatie si vibratie are loc incalzirea substantei (cresterea agitatiei
termice):
AE = AE, + AE,
Radiatiile infrarosii (IR) pot mdri numai energiile de vibratie si rotatie ale moleculelor, pe
cand radiatiile ultraviolete pot mari toate tipurile de energie.

2. Transferul energiei undelor electromagnetice catre electronii periferici ai atomilor si
moleculelor - excitarea.

Conform principiului de incertitudine al lui Heisenberg, electronii nu pot rdmane mult timp
in stare excitatd (10° — 10 s in starea de singlet — cu spinii orientati antiparalel — si 10~ —
100 s in starea de triplet — cu spinii orientati paralel). Dupd aceste intervale de timp,
electronii se dezexcita, iar dezexcitarea poate fi de doua feluri:

a — dezexcitare radiativa fotoluminescenti. Absorbtia fotonului este urmata de emisia unui
foton cu o lungime de unda mai mare sau egala cu cea a fotonului absorbit.

b — dezexcitare neradiativa.

Existd doua tipuri de fotoluminescenta:

fluorescenta (reemisia din starea singlet) Durata fluorescentei este foarte micd, practic
emisia se face 1n acelasi timp cu excitarea. Atunci cand lungimea de unda in reemisie este
egald cu cea a fotonului absorbit, fluorescenta se numeste de rezonanta.
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fosforescenta (reemisia din starea triplet). emisia continua si dupa incetarea excitarii.

3. Transferul energiei undelor electromagnetice catre molecule, avand drept rezultat
cresterea reactivitatii chimice a acestora ori producerea unor reactii fotochimice. Dintre
aceste reactii fotochimice se pot mentiona:

1zomerizari i

rearanjari interne ale moleculei,

polimerizari sau combinari intre molecule,

fotosensibilizari.

Exemple

Reactia cu o altd moleculd, reactie care altfel nu s-ar fi produs (M* - molecula fotoexcitata):
M*+ A —D

Reactia de dimerizare:

M* + M — MM

Fotosensibilizarea - energia absorbitd de M este transferata speciei N care devine reactiva:
M*+N — M + N*

Radiatiile respective sunt absorbite de catre grupari speciale ale unor molecule, grupari care
se numesc cromofori.

Legile fotochimiei

1. Legea Grotthus-Draper: radiatia trebuie sa fie absorbitd de o moleculd inainte ca reactia
fotochimica sa aiba loc; dacad substanta iradiata nu absoarbe radiatii, nu se produce reactia
fotochimica.

2. Legea Stark-Finstein: radiatia absorbita nu duce in mod obligatoriu la o reactie
fotochimica, dacd totusi se produce reactia, pentru fiecare moleculd transformata este
necesar un singur foton. In legiturd cu aceasta se defineste randamentul cuantic n:

n= Nm/Nf

Nm— numarul de molecule (respectiv moli) care au reactionat

N¢— numarul de fotoni care au fost absorbiti

3. Legea Bunsen-Roscoe: cantitatea de substantd (Q) care intrd intr-o reactie fotochimica
este proportionald cu fluxul de energie radianta (®) si cu timpul de iradiere (t)

Q=kdt

Rezulta ca viteza unei reactii fotochimice este proportionald cu fluxul incident.

In sistemele biologice efectele la nivel molecular determini efectele la nivel celular sau la
cel al organismului.

Efectele radiatiilor din domeniul vizibil

Fotosinteza

Constda in conversia energiei radiante in energie chimica folositid in sinteza unor
molecule complexe.

Celulele plantelor verzi contin organite celulare numite cloroplaste, in care se afla pigmenti
clorofilieni si carotenoizi.
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Clorofilele sunt molecule complexe care contin grupiri cromofore in sisteme de duble
legituri conjugate.

Prin absorbtia luminii de cétre gruparile cromofore se produce excitarea electronilor pe
nivele superioare de energie. Revenirea lor pe nivelul fundamental se face in trepte, de-a
lungul lantului transportor de electroni. in fiecare treapta are loc o reactie de fosforilare a
ADP cu formare de ATP. Astfel, energia luminoasa este transformatad in energie chimica
inmagazinatd in ATP.

Fotosinteza se realizeaza prin doua tipuri de reactii:

- reactii la lumind, direct dependente de energia luminoasa (fotoliza apei) formare a
NADPH (nicotinamid-adenin dinucleotid-difosfat) sia ATP

- reactii la intuneric, in absenta luminii are loc reducerea CO; cu formarea de polimeri
hexozici (glucoza, manoza, galactoza, fructoza)

Fotoreceptia cu ajutorul pigmentilor rodopsinici

Rodopsinele vizuale, rodopsina si iodopsinele, fac parte din clasa proteinelor retinale, al
caror cromofor este aldehida vitaminei A numita retinal.

Efectele radiatiilor ultraviolete (UV)

Radiatiile UV au lungimi de undd mici decat cele din domeniul vizibil (violet) si din punct
de vedere al efectelor biologice sunt clasificate astfel:

UV-A, cu lungimea de unda cuprinsa intre 315-400 nm

UV-B, cu lungimea de unda cuprinsa intre 280 - 315 nm

UV-C, cu lungimea de unda mai mica de 280 nm.

Cea mai mica energie o au radiatiile UV-A si cea mai mare UV-C.

Energia radiatiilor UV se afla in domeniul 3-7 eV, deci este mai mica decat energia de
ionizare a principalilor atomi constituenti ai biomoleculelor.

Radiatiile UV pot produce ruperi de legaturi chimice si reactii fotochimice.

Dintre efectele radiatiilor UV se pot menfiona urmatoarele:

- Dimerizarea unor perechi de baze azotate (ex. dimerizarea timinei - una din cele patru
baze azotate care formeazd ADN) cu sudura lanturilor de ADN 1in locul respectiv. Aceasta
sudura impiedicad copierea informatiei de pe ADN pe ARN.

Una din consecintele dimerizarii este actiunea bactericida a UV indepartat (lungimi de
unda mai mici decat 300 nm), prin impiedicarea transcriptiei este oprita diviziunea celulara.
- Efecte asupra ADN: formare de dimeri, hidratarea bazelor pirimidinice, ruperea
legaturilor de H, ruperea lantului de ADN, formarea unor legéturi cu proteinele (ADN-
protein cross-links).

- Producere de eritem (arsuri tegumentare) — UV-B (290-320 nm). Locul de actiune se
presupune a fi fosfolipidele din membranele organitelor celulare care contin hidrolaze, in
special lipozomii din celulele epidermice.

Tot in aceastd zona se observa si efectul cancerigen al radiatiilor UV, 91% din cancerele
pielii, in special melanoamele, se afla In zone cu expunere solarda mare. Cele mai
periculoase sunt radiatiile cu 300 nm.

Pigmentarea pielii (UV-A, 320-420 nm) se datoreaza cresterii concentragiei de melanina din
piele, sectretatd de melanocite. Melanocitele deriva, din punct de vedere embriologic, din
sistemul nervos si au prelungiri dendritice prin care injecteaza melanina in celelalte celule
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ale epidermei. Melanina provine din oxidarea tirozinei (aminoacid aromatic din diferite
protide). Spectrul de actiune se considera a fi 300 — 420 nm, acestui domeniu
corespunzandu-i insd numai oxidarea unui leucoderivat al melaninei, care da o pigmentare
lejera si precoce.

Spectrul de formare al melaninei coincide cu spectrul de actiune al eritemului. Pigmentarea
datorata melaninei este mult mai intensa si mai tardiva reprezentand o protectie eficientda
impotriva eritemului. Dupd 10-12 zile de expunere la soare 90% din radiatiile UV sunt
absorbite.

- Transformarea ergosterolului in vitamina D, (antirahiticd). Spectrul de actiune are un
maximum la 280 nm. Iradierea in UV este folosita pentru prevenirea rahitismului

- Inflamatia corneei numitd keratitd putdndu-se ajunge la cecitate tranzitorie sau chiar
definitiva. Oftalmia este datd de UV reflectate de zapada.

Protectia cea mai importanta fata de actiunea nociva a UV de energii mari este realizata
prin stratul de ozon (Os) din partea superioard a atmosferei. Oxigenul absoarbe radiatiile
UV-C si se produc reactiile:

O,+hv>0+0O

O+ O, — O3 Ozonul rezultat absoarbe radiatiile UV-B cu lungimi de undd mai mici de
300 nm care sunt foarte ddunatoare pentru organismele vii, conform reactiei

hv+ 03— 0,+ O’

Fotoprodusii rezultati reintra in reactiile anterioare. In acest fel radiatiile UV duc la formare
de ozon in straturile superioare ale atmosferei.

Cea mai buna protectie se realizeaza prin evitarea expunerii la UV sau ecrane din preparate
opace pe baza de oxid de zinc sau de titan care asigura o protectie totala.
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