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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb badania zmian struktury prébek biologicznych w spektro-
skopie Ramana, poddawanych badaniu zmian zachodzacych w rozcigganym materiale, zwtaszcza
0 wysokiej odksztatcalnosci i niejednorodnosci.

Znane sposoby testowania probek biologicznych, dotyczg przede wszystkim badania cech me-
chanicznych catej probki, takich jak: wytrzymatos¢ na rozcigganie, sztywnos¢ lub podatnosé¢, na pod-
stawie uzyskanych usrednionych wartosci oceniane sg wiasciwosci mechaniczne badanego materiatu.
Zmiany miejscowe zachodzgce w morfologii rozcigganych probek, poddanych jednoosiowemu lub dwu-
osiowemu rozcigganiu bada sie najczesciej metodami optycznymi, obserwujgc zmiany zachodzace
w strukturze materiatu, w sSwietle przechodzgcym lub odbitym.

Do testowania prébek biologicznych stosowane sg rowniez metody oparte na spektroskopii Ra-
mana, wykorzystujgce zjawisko rozproszenia promieniowania elektromagnetycznego, zwigzane ze
zmiang energii rozpraszanych fotonéw, do identyfikacji zmian struktury na podstawie oscylacyjnych po-
ziomdéw energetycznych badanej substancji. Zrédtem promieniowania w spektroskopii Ramana s3 la-
sery pracujgce przy dtugosci fali z zakresu od ultrafioletu, poprzez zakres widzialny, az do podczerwieni.
Znany jest ze zgtoszenia w trybie PCT nr W02012109301, sposob obejmujgcy ksztattowanie wigzki
laserowej realizowany w spektroskopie Ramana z zastosowaniem aparatury zawierajgcej obiektyw mi-
kroskopu skupiony na polu widzenia; laser generujgcy wigzke astygmatyczng i optyke do sprzegania
wigzki astygmatycznej z obiektywem mikroskopu w celu wytworzenia oswietlenia o duzym wspétczyn-
niku ksztattu w polu widzenia mikroskopu. Sposéb nie pozwala na analize spektralng tego samego ob-
szaru probki, w zwigzku ze zmiang jej dlugosci podczas rozciggania.

W spektroskopii Ramana otrzymuje sie widma zawierajgce pasma oscylacyjne, odpowiadajgce
drganiom normalnym czgsteczek. Spektroskopia Ramana umozliwia uzyskanie informacji o wielkosci
i rodzaju drgan atoméw tworzgcych wigzania w poszczegolnych czasteczkach na podstawie widma uzy-
skanego z naswietlanej promieniem lasera probki. Drgania te mogg by¢ dwojakiego typu: w przypadku
gdy wigzania w czgsteczce sg rozciggane uzyskuje sie drgania rozciggajgce, zas w przypadku gdy
wigzania w czasteczce sg deformowane uzyskuje sie drgania deformacyjne. Na podstawie analizy
widma, potozeniom pasm Ramana, przypisuje sie drgania odpowiadajgce okreslonym typom wigzan.

Z patentu FR 280680 znane jest stanowisko pomiarowe do badania zachowania reologicznego
materiatdw miekkich, w szczegdlnosci biomateriatdéw lub tkanek fizjologicznych charakteryzujgce sie
tym, Ze stosuje rozcigganie i ciskanie prébki miekkiego materiatu. Urzgdzenie pomiarowe wyposazone
jest w sterowany komputerowo sitownik zamontowany na statym wsporniku oraz zaopatrzone w ttok
uruchamiajgcy urzgdzenie, przymocowany do blizszego kohca wézka. Przeciwlegte konce probki sg
w nim mocowane do dalszego kohca wdzka, a czujnik sity zamontowany jest na wsporniku. Procesor
sygnatowy charakteryzuje materiat pod wzgledem sity wykrywanej przez czujnik w odniesieniu do linio-
wego przemieszczenia ttoka.

Istote wynalazku stanowi sposéb badania zmian struktury prébek biologicznych w spektroskopie
Ramana podczas jednoosiowego rozciggania, polegajacy na tym, ze wybrany do badan obszar prébki
ogranicza sie z obu stron poprzez wprowadzenie dwéch réznych indykatorow, w postaci substanciji,
emitujgcych charakterystyczne dla kazdej z nich widmo. Ograniczony z obu stron, wybrany obszar ba-
danej probki, poddaje sie jednoosiowemu rozcigganiu w umocowanym do stolika spektroskopu urza-
dzeniu do rozciggania probek. Podczas rozciggania wybrany obszar naswietla sie wigzkg laserowa,
w kolejnych fazach catego procesu rozciggania i rejestruje sie widma, pochodzgce z tego samego ob-
szaru prébki w potozeniach uzaleznionych od czestosci drgan sktadnikéw prébki odpowiadajgce tym
fazom. Zarejestrowane kolejne widma, obrazujgce pasma, poszerzajgce sie wraz ze wzrostem odksztat-
cen w strukturze rozcigganej probki, analizuje sie i poréwnuje z wzorcem.

Sposdb wedtug wynalazku obejmuje przygotowanie probki przed procesem rozciggania, ktére
polega na tym, Zze z jednej strony badanego obszaru wprowadza sie, ograniczajgcy ten obszar indykator
L, emitujgcy charakterystyczne dla niego widmo, ktére jest jednoznacznie lokalizowane w analizie spek-
tralnej metodg Ramana, z drugiej strony badanego obszaru wprowadza sie, ograniczajgcy ten obszar
indykator P, dajacy rowniez charakterystyczne dla niego widmo. W zaleznosci od badanych wtasno$ci
i rodzaju probki, indykatorami L i P pokrywa sie powierzchnie probki lub wprowadza sie dobrany indy-
kator w strukture materiatu, kazdy tylko po jednej stronie badanego obszaru, eliminujgc ryzyko wprowa-
dzenia indykatora L lub P w badany obszar probki.
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Zgodnie z wynalazkiem podczas rozciggania prébki biologicznej, krokowo, po kazdym rozciggnie-
ciu o zadang warto$¢ wykonuje sie badanie spektroskopowe Ramana, a uzyskane widma obrazujgce
wplyw rozciggania na deformacje wigzan chemicznych i przebieg deformacji w strukturze prébki pod-
dawanej jednoosiowemu rozcigganiu, poréwnuje sie z wzorcem.

Zaletg sposobu wedtug wynalazku jest nie tylko czuto$¢ nawet na mate zmiany strukturalne, ale
catkowita gwarancja, ze wigzka lasera oswietla ten sam ograniczony indykatorami obszar, podczas roz-
ciggania probki ulegajacej niejednorodnej deformacji. W znanych i stosowanych sposobach, nie byto
mozliwe spowodowanie, aby promien lasera padat na to samo miejsce prébki poddawanej sekwencyj-
nemu rozcigganiu i kazdorazowemu badaniu widma. Sposéb, bedacy przedmiotem wynalazku jest nie-
zastgpiony w przypadku probek o budowie warstwowej, rozcigganych poprzecznie do uktadu warstw.
Inng korzystng wiasciwoscig sposobu jest jego przydatnos¢ do testowania materiatéw biologicznych,
ktére mogg miec¢ rézny stopien uwodnienia poszczegolnych obszarow prébki, a wiec bedg dawaty cha-
rakterystyczne widma rotacyjne i oscylacyjne czgsteczek.

Urzadzenie zastosowane w sposobie wedtug wynalazku, umozliwia precyzyjng analize zmian
struktury w wybranym obszarze rozcigganej jednoosiowo prébki biologicznej, w tym materiatéw o wy-
sokiej odksztatcalnosci i niejednorodnosci, a takze tkanek miekkich.

Przedmiot wynalazku w przyktadzie realizacji jest uwidoczniony na rysunku, na ktérym
Fig. 1 przedstawia rozciggang probke umocowang w szczekach, znaczong indykatorami L i P z zazna-
czonym obszarem badanym BO, a Fig. 2 przedstawia zmiany potozenia badanego obszaru zachodzace
w testowanej probce podczas rozciggania, bedgce wynikiem niejednorodnosci wtasciwosci probki, z za-
znaczonym miejscem padania wigzki laserowej WL.

Przyktad

Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, ze w celu zbadania prébki jej konce mocuje sie
w szczekach la i 1b, nastepnie po jednej stronie badanego obszaru wprowadza sic indykator L, a po
drugiej indykator P. Tak przygotowang probke umieszcza sie na stoliku spektroskopu Ramana i ustawia
urzadzenie w taki sposob, aby wigzka lasera padata na poddawany badaniu obszar. Nastepnie urucho-
mia sie silniki, powodujgce rozsuwanie sie szczek la i 1b i nastepuje rozcigganie prébki z zadang sitg
Fr, co skutkuje zmiang diugosci probki o okreslong wartos¢ i bada sie widmo Ramana. Jesli uzyskane
widmo nie ma sktadowych charakterystycznych dla indykatoréw L i P to taki pomiar uznaje sie za po-
prawny. Predko$¢ V. Ve kazdej szczeki 1a i 1b zadaje sie w ukfadzie sterowania. Warto$¢ wydtuzenia
probki, bazujgcg na pomiarze potozenia szczek 1a i 1b oblicza sie w ukfadzie sterowania na podstawie
sygnatéw potozenia watéw silnikéw odczyty wartych z czujnikéw potozenia silnikéw — enkoderéw, nato-
miast warto$¢ sity rozciggajgcej w danej chwili F, odczytuje sie na podstawie sygnatu pochodzgcego
z czujnika sity 2, ktéry przekazuje odpowiednie sygnaty do uktadu sterowania.

Jesli pojawia sie widmo P, to na panelu sterowania PS weciska sie przycisk. Uktad sterowania
wysyta wéwczas sygnaty do silnikow. Cala probka z niezmieniong dtugoscig przemieszcza sie o zadang
wartos¢ Ax w strone, po ktérej znajduje sie indykator P, po czym wykonuje sie kolejny pomiar. Je$li
wcigz widmo wskazuje na obecnoé¢ indykatora P, to procedure powtarza sie, az do uzyskania braku
widma charakterystycznego dla indykatora P. Analogiczny jest tryb postepowania, gdy w analizie spek-
tralnej pojawia sie widmo od indykatora L, z tg réznicg, ze wowczas catg probke przemieszcza sie
w strone indykatora L, az do uzyskania braku widma identyfikujgcego indykator L.

Wykaz oznaczen na rysunku:
lai b — szczeki chwytne
2 — czujnik sity
L — indykator wprowadzony z lewej strony
P — indykator wprowadzony z prawej strony
V. — predko$¢ szczeki 1a
Vp — predkosé¢ szczeki 1b,
F, — sita rozciggania
BO - badany obszar prébki
WL — wigzka lasera
Ax — warto$¢ jednoczesnego przemieszczenia obu szczek chwytnych
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb badania poddawanych rozcigganiu prébek biologicznych w spektroskopie Ramana,
oparty na badaniu zmian zachodzacych w strukturze prébek rozcigganych jednoosiowo
w urzadzeniu, wspotpracujacym z spektroskopem, znamienny tym, ze jednoosiowemu roz-
cigganiu w urzadzeniu do rozciggania prébek, umocowanym do stolika spektroskopu, poddaje
sie ten sam obszar prébki, ograniczony z obu stron dwoma réznymi indykatorami, wprowa-
dzonymi w postaci substancji emitujgcych charakterystyczne dla kazdej z nich widmo, a pod-
czas rozciggania wybrany obszar naswietla sie wigzkg laserowa, w kolejnych fazach catego
procesu rozciggania i rejestruje sie widma, pochodzgce z tego samego obszaru prébki w po-
lozeniach uzaleznionych od czestosci drgan skfadnikéw prébki odpowiadajgce tym fazom, na-
stepnie zarejestrowane kolejne widma, obrazujgce pasma, poszerzajgce sie wraz ze wzro-
stem odksztatcen w strukturze rozcigganej probki, analizuje sie i poréwnuje z wzorcem.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze przed procesem rozciggania, po jednej stronie
badanego obszaru prébki wprowadza sie ograniczajgcy ten obszar indykator (L), emitujgcy
charakterystyczne dla niego widmo, ktore jest jednoznacznie lokalizowane w analizie spek-
tralnej metodg Ramana, a z drugiej strony badanego obszaru wprowadza sie, ograniczajgcy
ten obszar indykator (P), dajgcy rowniez charakterystyczne dla niego widmo.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w zaleznosci od badanych wiasnosci i rodzaju
probki, indykatorami (L i P) pokrywa sie powierzchnie prébki lub wprowadza sie dobrany indy-
kator w strukture materiatu, kazdy z tych indykatoréw tylko po jednej stronie badanego ob-
szaru, eliminujgc ryzyko wprowadzenia indykatora (L lub P) w badany obszar probki.
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