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WSTEP

Skrypt ten pomys$lany zostat jako pomoc dydaktyczna do zaje¢ laboratoryjnych
Z biofizyki dla studentéw wszystkich kierunkéw Akademii Medycznej w Biatymstoku.
Oproécz opisow ¢wiczen 1 wskazowek do ich wykonania zawiera podstawowe wiadomosci
o zjawiskach fizycznych lezacych u podstaw procesdéw biologicznych, ktérych opanowanie
jest niezbedne do prawidlowego przeprowadzenia i zaliczenia zajg¢ laboratoryjnych
w Zaktadzie Biofizyki AMB. Jest to zarazem dokument potwierdzajacy zakres i1 przebieg
pracy kazdego ze studentow.

Nie jest to wydawnictwo zastepujace podrgcznik. Mamy jednak nadzieje, ze moze ono
ulatwié¢ przyswojenie zakresu wiedzy na temat zjawisk fizycznych lezacych u podstaw
proceséw biologicznych lecz réwniez tego, ktory potrzebny jest do zrozumienia zasad
funkcjonowania nowoczesnych metod diagnostyki i terapii.

Prof. dr hab. Anna Kostrzewska



ZAGADNIENIA DO CWICZEN Z OPTYKI

Podstawowe zagadnienia z fizyki (dotyczy wszystkich ¢wiczen z optyki)
1. Promieniowanie elektromagnetyczne:

N

a)
b)

c)

d)
€)

widmo promieniowania elektromagnetycznego

zrodla promieniowania elektromagnetycznego 1 sposoby emisji tego
promieniowania w zaleznosci od dlugosci fali promieniowania

laser — zasada dziatania, wlasciwosci $wiatlta laserowego, zastosowanie
laseré6w w medycynie

Swiecenie termiczne

luminescencja

fotoluminescencja

elektroluminescencja

chemiluminescencja

mechanoluminescencja

fluorescencja

fosforescencja

YVVVYVYYVYYVY

e) $wiatto widzialne, widmo $wiatta widzialnego
Zasada Fermata
Zjawiska w ktorych swiatto wykazuje nature falowa:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

odbicie

zalamanie

catkowite wewnetrzne odbicie
interferencja

dyfrakcja

dyspersja

polaryzacja

zjawisko Dopplera

Zjawiska w ktorych promieniowanie elektromagnetyczne wykazuje nature
korpuskularng (czasteczkowa):

a)
b)

c)

zjawisko fotoelektryczne
zjawisko Comptona
zjawisko kreacji i anihilacji materii

Budowa atomu i czasteczki:

a)
b)
c)
d)

Model Bohra Budowy atomu wodoru
model pasmowy atomu w ciele stalym
widma emisyjne i absorpcyjne

widma atomowe i1 czgsteczkowe



Cwiczenie nr 1.1 Wyznaczanie stezen roztworéw za pomoca refraktometru
I polarymetru

1. Zasada dziatania §wiattowodu, endoskopia

2. Zasada dzialania refraktometru.

3.  Metody polaryzacji $§wiatla

4. Dwojtomno$¢ optyczna.

5. Ciala optycznie czynne.

6. Prawo Malusa

7. lzomeria optyczna.

8. Zastosowanie polarymetrii w diagnostyce.

9. Metoda najmniejszych kwadratow wyznaczania rOwnania prostej

10. Stegzenia: wagowo-wagowe, wagowo-objetosciowe, molowe, normalne

Cwiczenie nr 1.2 Pomiar ogniskowej i zdoInosci skupiajacej soczewek
Soczewki cienkie

Roéwnanie soczewki, powigkszenie soczewki, rodzaje soczewek
Uklady soczewek

Ogniskowa i zdolno$¢ skupiajaca soczewki i uktadu soczewek
Aberracje soczewek

Budowa uktadu optycznego ludzkiego oka

Soczewka oka ludzkiego

Akomodacja ludzkiego oka, zakres akomodacji

Zdolno$¢ rozdzielcza oka ludzkiego

0. Energetyka procesu widzenia

1. Model Younga widzenia barwnego

RRO0oo~NoOrwDE

Cwiczenie nr 1.3 Mikroskopia. Zdolno$é rozdzielcza i pomiar apertury liczbowej
1. Powstawanie obrazéw w mikroskopie optycznym

2. Powigkszenie obrazu w mikroskopie optycznym

3. Zdolnos$¢ rozdzielcza mikroskopu

4.  Apertura mikroskopu

5. Rodzaje mikroskopow optycznych

6. Zasada dziatania mikroskopu elektronowego

Cwiczenie nr 1.4 Wyznaczanie stezeh roztworéw za pomoca spektrofotometru
absorpcyjnego

Model Younga widzenia barwnego

Mechanizm powstawania widm absorpcyjnych.

Prawo Bougera-Lamberta.

Prawo Beera.

Prawo Bougera-Lamberta-Beera.

Ekstynkcja i transmisja.

Metoda najmniejszych kwadratow wyznaczania rGwnania prostej.

Budowa atomu swobodnego, atomu w czasteczce, atomu w ciele statym.

Wplyw promieniowania IR, VIS 1 UV na organizm czlowieka.

10. Mechanizm powstawania widm emisyjnych i absorpcyjnych.

11. Widma liniowe, pasmowe, ciggte.

12. Zastosowania analizy widmowej.

©CoNoR~WNE



Cwiczenie nr 1.5 Pomiar dlugosci fali $wiatla laserowego za pomoca siatki

NoakowhE

dyfrakcyjnej. Wyznaczanie stalej siatki
Zasada dziatania lasera
Wiasciwosci swiatla laserowego
Rodzaje laserow
Zastosowanie laserow w medycynie
Zjawisko dyfrakcji
Siatka dyfrakcyjna
Zjawisko interferencji

Cwiczenie nr 1.6 Oslabienie wiazki Swiatla laserowego przy przejsciu przez ciala

agrwpdE

stale. Wyznaczanie wspolczynnika ekstynkcji.
Zasada dziatania lasera
Wiasciwosci $wiatla laserowego
Rodzaje laserow
Zastosowanie laserow w medycynie
Oddzialywanie promieniowania elektromagnetycznego z materia

LITERATURA:

»Wybrane zagadnienia z biofizyki” pod red. prof. S. Migkisza

,» Biofizyka” pod red. prof. F. Jaroszyka

,» Elementy fizyki, biofizyki i agrofizyki” pod red. prof. S. Przestalskiego
»Podstawy biofizyki" pod red. prof. A. Pilawskiego



CWICZENIE NR 1.1

WYZNACZANIE STEZEN ROZTWOROW ZA POMOCA
REFRAKTOMETRU | POLARYMETRU

Czes¢ teoretyczna

Niektore parametry fizyczne roztwordéw substancji zaleza w sposob liniowy od
stezenia roztworow. Wykorzystujac te liniowe zaleznoSci mozna oznaczaé stgzenia
roztworow. W ¢wiczeniu badamy i1 wykorzystujemy do oznaczania stezen liniowag
zalezno$¢ wspotczynnika zalamania §wiatla od stezenia roztworu i liniowg zaleznos$¢ kata
skrecenia ptaszczyzny polaryzacji §wiatta w roztworze od st¢zenia roztworu.

1. Wyznaczanie wspolczynnika zalamania swiatla w roztworze.

Do wyznaczania wspotczynnika zatamania $wiatla w roztworze wykorzystujemy
pomiar kata granicznego przy catkowitym wewnetrznym odbiciu $wiatta. Przyrzady za
pomocg ktérych wykonujemy takie pomiary noszg nazwe refraktometrow.

Gdy s$wiatlo pada na powierzchni¢ oddzielajaca od siebie dwa rozne osrodki
(przezroczyste dla $wiatla), wowczas promienie $wietlne czg$ciowo odbijaja sie od
powierzchni granicznej a czgsciowo przechodza do drugiego osrodka. Na granicy obu
osrodkow promien §wietlny ulega zalamaniu.

Zjawisko zatamania $wiatla opisuje prawo zatamania swiatta:

Stosunek sinusa kata padania do sinusa kqta zalamania jest wielkoscig stalg dla
danych dwoch osrodkow i nosi nazwe wspotczynnika zalamania.

C
sino. Vi oy, N A

— Ni=—= =—= (1)

sinff V2 € n A,

Vi

Przy przejéciu $wiatta z o$rodka pierwszego do drugiego czgstotliwos$¢ $wiatla nie ulega
zmianie (f1 = ).
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Ryec. 1. Zatamanie $wiatta na granicy dwoch osrodkow
gdzie:
o - kat padania
B - kat zatamania
N2 - wzgledny wspotczynnik zatamania $wiatla osrodka drugiego wzgledem
pierwszego
¢ — predkos¢ rozchodzenia si¢ $wiatta w prozni
V1 - predkos¢ rozchodzenia si¢ §wiatta w osrodku pierwszym
V2 - predkos¢ rozchodzenia si¢ $wiatta w osrodku drugim
N2 — bezwzgledny wspotczynnik zatamania §wiatta w o$rodku drugim
N1 — bezwzgledny wspotczynnik zatamania §wiatta w osrodku pierwszym

Przy przej$ciu $wiatla z osrodka w ktéorym S$wiatto rozchodzi sie z predkos$cia
mniejszg do osrodka w ktorym rozchodzi si¢ z predkoscia wigksza (np. z wody do
powietrza), przy pewnym charakterystycznym dla tych osrodkow kacie padania zwanym
kgtem granicznym, promien zalamany S$lizga si¢ po granicy dwoch osrodkow (kat
zatamania jest wtedy rowny 90°). Jezeli $wiatlo pada na granice tych o$rodkow pod katem
wigkszym niz kat graniczny to promien nie przechodzi do drugiego osrodka, tylko ulega na
granicy osrodkoéw odbiciu. Takie zjawisko nazywamy catkowitym wewnetrznym odbiciem
Swiatla (rycina 3).

(T} powietrze
{n)

(T} woda
[

Ryc. 2. Catkowite wewnetrzne odbicie Swiatla. Promien 4 pada pod katem granicznym,
promienie 5 i 6 doznaja catkowitego wewnetrznego odbicia

Dla kata padania réwnego katowi granicznemu prawo zatamania §wiatla przyjmuje
nastepujaca postac:

C
- Vi _y, N 2
Sln (X.graniczny = n1,2 = — = V2 — —2
V2 C N:

gdyz B =90°, asin 90° = 1 (patrz zalezno$¢ (1))



Jezeli o$rodkiem do ktorego $wiatlo wchodzi jest proznia to np = 1 i prawo
zatamania w tym przypadku przyjmuje postac:

Sin Olgraniczny =— —
N:

Widzimy z rdwnania (3) ze, kat graniczny w tym przypadku jednoznacznie okresla
bezwzgledny wspotczynnik zatamania Swiatta w osrodku.

Do pomiaru kata granicznego a tym samym do wyznaczania wspotczynnika
zalamania §wiatlta w roztworze stluza urzadzenia zwane refraktometrami. W stosowanym
w ¢wiczeniu refraktometrze Abbego badany roztwor stanowi warstwe ptasko rownolegla,
zawarta miedzy dwoma pryzmatami ze szkla. Swiatto ulega catkowitemu wewnetrznemu
odbiciu na granicy roztwor-szkto, a odpowiedni uktad optyczny umozliwia pomiar kata
granicznego. Urzadzenie jest zaopatrzone w skale pozwalajaca na odczyt wspolczynnika
zatamania $wiatta w roztworze.

Warto$¢ wspotczynnika zalamania $wiatta w roztworze jest wprost proporcjonalna
do stezenia roztworu:

©)

n=bc+a
gdzie:
N — wspotczynnik zatamania §wiatta w roztworze
C — stezenie roztworu
a, b — stale  wspolczynniki  zalezne od  rodzaju  roztworu

2. Polaryzacja, skrecenie plaszczyzny polaryzacji

Swiatto widzialne to fale elektromagnetyczne o dtugosciach fali od 400 do 720 nm.
Fala ta rozchodzi si¢ w préozni z predkoscia c=300000 km/s. Rozchodzenie si¢
w przestrzeni fal elektromagnetycznych polega na wzajemnym indukowaniu pol
elektrycznych i magnetycznych, to znaczy zmienne wirowe pole magnetyczne indukuje
zmienne wirowe pole elektryczne a zmienne wirowe pole elektryczne indukuje zmienne
wirowe pole magnetyczne. Pola te sa opisane przez wektory nat¢zenia pola elektrycznego
E 1 pola magnetycznego H. Wektory E 1 H s3 zawsze wzajemnie prostopadte 1 prostopadte
do kierunku rozchodzenia si¢ fali (rycina 3).

A

Kierunek rozchodzenia sie fali

/H

Ryc. 3. Wzajemne potozenie wektorow E, H i kierunku rozchodzenia si¢ fali w przestrzeni.

W punkcie osrodka, w ktorym rozchodzi si¢ swiatlo, wektory E 1 H zmieniaja
swoja dhugos¢ zgodnie z zaleznosciami H=HoSinwt i E=Essin(ot+p). Konce wektorow
zachowujg si¢ jak ciezarki na sprezynie. Moéwimy, ze ,,pola drgaja”. W wiazce znajduje si¢
zawsze wiele fal $wietlnych przy czym orientacja w przestrzeni pdl elektrycznych
I magnetycznych dla kazdej fali moze by¢ rézna — o $wietle takim méwimy, ze jest
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niespolaryzowane. Jezeli natomiast w wigzce znajduja si¢ wylacznie fale dla ktérych
orientacja w przestrzeni pol elektrycznych i magnetycznych jest taka sama to mamy
$wiatto spolaryzowane liniowo.

¥ 3 ¥ 1
-4 —— —
v v
$wiatto polaryzator Swiatto
niespolaryzowane spolaryzowane

Ryc. 4. Uklad przestrzenny wektorow natgzenia pola elektrycznego w $wietle
niespolaryzowanym i spolaryzowanym liniowo.

Plaszczyzne wyznaczong w przestrzeni przez kierunek wigzki $wiatla
spolaryzowanego 1 kierunek drgan wektora natezenia pola elektrycznego nazywamy
plaszczyznag polaryzacji $wiatta.

Jest kilka sposobow polaryzowania $§wiatta. Do najczgsciej uzywanych nalezy
polaryzacja przy uzyciu krysztalow anizotropowych, tj. takich ktorych wiasciwos$ci
fizyczne zaleza od kierunku. Specyficzny rozktad pdl elektrycznych wewnatrz takiego
krysztalu powoduje, ze $wiatto niespolaryzowane po przejsciu przez taki krysztat staje si¢
spolaryzowane liniowo. Przykladem takich krysztalow sa szpat islandzki i turmalin. Jezeli
stworzymy uktad ztozony z dwoch krysztatlow polaryzujacych $wiatto to nat¢zenie Swiatta
po przejSciu przez taki uktad zalezy od wzajemnego potozenia tych krysztatow
W przestrzeni. Pierwszy z krysztaldw zwany polaryzatorem polaryzuje $§wiatlo liniowo
wyznaczajac w przestrzeni plaszczyzne polaryzacji. Swiatto to pada na drugi krysztat
zwany analizatorem.

Nategzenie $wiatla po wyjsciu z analizatora zalezy od kata jaki tworza plaszczyzny
polaryzacji polaryzatora 1 analizatora w sposob okreslony przez Prawo Malusa:

J = Jocos?a (4)

gdzie:
Jo - natezenie $wiatta padajacego na analizator
J - natgzenie $wiatla po wyjsciu z analizatora
o - kat jaki tworzg ptaszczyzny polaryzacji polaryzatora i analizatora

Widzimy, ze w przypadku gdy ptaszczyzny polaryzacji sa wzajemnie prostopadie
natezenia $wiatta po wyjsciu z uktadu rowne jest zero.

Oko ludzkie nie jest zdolne odr6zni¢ wiagzki $wiatta niespolaryzowanego od wigzki
$wiatta spolaryzowanego.

Istnieje pewna grupa substancji (roztwor cukru, kwas winowy, olejek terpentynowy
i wiele innych substancji organicznych) ktore posiadajg zdolno$¢ skrecania plaszczyzny
polaryzacji $wiatta spolaryzowanego. Czasteczki tych wszystkich substancji musza mie¢
budowe asymetryczng. Zdolnos¢ tych zwiazkéw do skrecania plaszczyzny polaryzacji
Swiatla nazywamy aktywnoscig optyczng.

11



osrodek optycznie
polaryzator czynny analizator

Ryec. 5. Skrecenie ptaszczyzny polaryzacji §wiatta przy przej$ciu przez substancje aktywna
optycznie

Wystepowanie dwdch réznych odmian tej samej substancji, ktérych czasteczki sa
swymi lustrzanymi odbiciami jest zjawiskiem izomerii optycznej. Forma L substancji
skreca plaszczyzne polaryzacji §wiatta w lewo, forma D w prawo.

Plaszczyzna polaryzacji $wiatta po przejsciu przez roztwdr substancji aktywnej
optycznie ulega skreceniu w przestrzeni o kat, ktorego wartos¢ jest wprost proporcjonalna
do st¢zenia roztworu

a=k-cl

gdzie: a - kat skrecenia ptaszczyzny polaryzacji
C — st¢zenie roztworu
| — grubos$¢ warstwy substancji aktywnej optycznie
k — wspotczynnik proporcjonalno$ci zalezny od rodzaju roztworu

Przyrzad, ktory stuzy do wyznaczania kata skrgcania polaryzacji nosi nazwe
polarymetru.

3. Zasada wyznaczania stezZenia roztworu

Aby wyznaczy¢ stezenie roztworu wykorzystujac pomiar wspotczynnika zatamania
Swiatta w roztworze czy pomiar kata skrecenia plaszczyzny polaryzacji $wiatla
W roztworze nalezy wykorzysta¢ fakt, ze oba te parametry roztworu w sposéb liniowy
(wprost proporcjonalny) zaleza od jego stezenia. Dla kazdego roztworu zaleznos$¢ ta jest
inna, dlatego tez wyznaczamy ja eksperymentalnie. Za pomocg przyrzadow pomiarowych
(refraktometru, polarymetru) najpierw wyznaczamy wartosci wspotczynnika zatamania
swiatta 1 warto$ci kata skrecenia ptaszczyzny polaryzacji dla roztworow, ktorych stezenia
znamy.

Wykorzystujac te dane pomiarowe znajdujemy graficznie i rachunkowo zalezno$¢
pomiedzy badanym parametrem fizycznym roztworu a jego stezeniem. Tworzymy
wykresy zaleznosci wspolczynnika zatamania §wiatta w roztworze od st¢zenia roztworu
I kata skrecenia plaszczyzny polaryzacji §wiatta od stezenia roztworu. Obie te zaleznosci
sg liniowe, czyli mozna je przedstawi¢ za pomocg rOwnania:

y=b-x+a

gdzie: X - to stezenie roztworu, y to wartos¢ wspotczynnika zatamania $wiatta lub kata

skrecenia ptaszczyzny polaryzacji $wiatta w zaleznos$ci od tego, ktora wielkosé
badamy.

12



Metodg najmniejszych kwadratow wyznaczamy wspotczynniki b i a prostej regresji
W réwnaniuy = bX + a

o NZXy—-2.x2y . _2y-bXx
NI x2—(>Xx)2 N

Znajdujemy w ten sposob doswiadczalng zalezno$¢ badanych parametréw od
stezenia roztworu. Do wyznaczenia réwnania prostej i wspolczynnika korelacji R?
mozemy wykorzysta¢ program komputerowy, na przyklad ,Microsoft Excel”.
Przyktadowy wynik takiej procedury przedstawiono na rycinie 6.

przykladowa zaleznos¢ kata skrecenia ptaszczyzny polaryzacji
swiatta od stezenia roztworu cukru

y = 1,4429x - 0,6429 A

R? = 0,9981 -

0 b

5 5 10 15 20 25 30 35

stezenie (%)

Ryec. 6. Przyktad regresji liniowe;.

Zaleznos¢ uwazamy za liniowg 1 mozemy wykorzystywac ja do oznaczania stezenia
wtedy gdy wspotczynnik korelacji R%> 0.95.

Jezeli teraz chcemy oznaczy¢ nieznane st¢zenie roztworu tej samej substancji
nalezy zmierzy¢ za pomoca tych samych przyrzadéw pomiarowych warto$¢
wspotczynnika zalamania $wiatta lub kata skrecenia plaszczyzny polaryzacji Swiatta
roztworu 1 zmierzone wartosci odnies¢ do prostej na wykresie lub znajac parametry b i a
rébwnania 'y = bX + a wyznaczy¢ warto$¢ X znajgc zmierzong wartosc y.

Na przyktad jesli zaleznos¢ kata skrecenia plaszczyzny polaryzacji od st¢zenia
roztworu jest taka jak na rycinie 6, tj. y = 1.4429-x — 0.6429 i1 zmierzona warto$¢ kata dla
roztworu o nieznanym st¢zeniu wyniosta 19 stopni, to stezenie roztworu wyznaczamy
wstawiajac do tego roOwnania w miejsce ,,y” warto$¢ 19 1 wyznaczajac z rOwnania warto$¢
»X". Otrzymamy 13.61% (prosze¢ sprawdzi¢ samodzielnie rachunki).
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Cze$¢ doswiadczalna.

a) Przygotowanie roztworow
» przygotowa¢ roztwory cukru w wodzie o stgzeniach (wagowo-wagowych)
5%,10%,15%,20%,25%,30%, po 50 gramow kazdego z roztworow.
b) Refraktometr — pomiar wspotczynnika zatamania $wiatla przygotowanych roztworoéw
cukru

Ryc. 7. Widok refraktometru Abbego

1 — szkietko na ktore nalezy nanie$¢ cienkg warstwe roztworu
2 — pokretto zmiany potozenia pryzmatdéw

3 — pokretto korekcji efektow dyspersyjnych

4 — okular ze skalg pomiarowg

Nanie$¢ cienka warstwe roztworu na szkietko refraktometru (1). Nastepnie za
pomocg $ruby obracajacej pryzmaty refraktometru (2) ustawi¢ ich potozenie w ten sposob
aby w polu widzenia rozgraniczenie pola jasnego i ciemnego wypadato na skrzyzowaniu
nici pajeczych (rycina 8)

Ryc. 8. Obraz w okularze refraktometru przy odczycie wartosci wspotczynnika zatamania
Swiatta w roztworze.
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Odczytujemy na skali warto$¢ wspotczynnika zatamania $wiatta w roztworze dla
wszystkich przygotowanych roztwordéw i wody destylowanej, wyniki zapisujemy w tabeli:

Stezenie roztworu (%) Warto$¢ wspolczynnika zatamania ,,n”

0 (woda destylowana)

10

15

20

25

30

Na wykresie ponizej nanie§ wartoSci pomiarowe 1 wykre§l zalezno$¢
wspotczynnika zalamania §wiatta od stgzenia roztworu.

1,4

1,39

1,38

1,37

1,36

1,35

1,34

1,33

0 5 10 15 20 25 30

stezenie %

Dla otrzymanych wartosci wspolczynnika zatamania $§wiatlta w zaleznosci od
stezenia roztworu znajdujemy, z wykorzystaniem programu komputerowego, zaleznos$¢
liniowa (rdwnanie prostej i wspolczynnik korelacji).

Tutaj wpisz:
> otrzymane rOWNanie: Y =.......ccccceeererenrerenennnnns

> warto$¢ wspotczynnika korelacjii R? =........ccccocvevevnnaen.
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Nastepnie dokonujemy pomiaru wartosci wspotczynnika zalamania $wiatla
roztworu przygotowanego przez druga podgrupe.

Tutaj wpisz:
» zmierzona warto$¢ wspotczynnika zatamania swiatta n = ...........c.cocoee

Korzystajac z otrzymanej zaleznosci warto$ci wspotczynnika zatamania $wiatla od
stezenia roztworu obliczamy st¢zenie roztworu — X — przygotowanego przez druga

podgrupeg.

Tutaj wpisz obliczenia:

Tutaj wpisz:
» obliczona warto$¢ stezenia X = .......ccoveerveiennennenne [%]

c) Polarymetr — pomiar kata skr¢cenia ptaszczyzny polaryzacji §wiatta

Ryc. 9. Widok polarymetru kotowego

1 — lampa z filtrem monochromatycznym
2 — rurka polarymetryczna

3 —tubus

4 — polaryzator

5 — analizator

6 — pokretto analizatora

7 — okular ze skalg pomiarowg

Napeliamy roztworem rurke polarymetryczng (2) badanym roztworem.
Sprawdzamy zero polarymetru, tj. znajdujemy punkt na skali odpowiadajacy obrazowi
o wszystkich elementach w polu widzenia jednakowo zabarwionych — odpowiada to
potozeniu skali w ktorym wartosci ,,0” na obu skalach pokrywaja si¢ . Przy tym ustawieniu
plaszczyzny polaryzacji polaryzatora 1 analizatora pokrywajg sie.
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Ryc. 10. Obraz w okularze polarymetru przed przystapieniem do pomiaru — ,,zera” na obu
skalach polarymetru pokrywaja sig.

Umieszczamy rurke polarymetryczng w tubusie polarymetru (3). Po wlozeniu rurki
z roztworem stwierdzamy, ze Srodkowa czg$¢ pola widzenia zmienita zabarwienie
(rycina 11). Roztwér cukru zawarty w rurce skrecil plaszczyzne polaryzacji $wiatta
0 pewien kat iplaszczyzna ta nie jest teraz rownolegla do ptaszczyzny polaryzacji
analizatora.

Ryc. 11.Obraz w okularze polarymetru po umieszczeniu w polarymetrze rurki
Z roztworem cukru.

Szukamy nowego polozenia na skali odpowiadajgcego obrazowi o wszystkich
elementach w polu widzenia jednakowo zabarwionych. Odczytujemy warto$¢ na skali, to
jest wlasnie kat skrecenia ptaszczyzny polaryzacji.

Odczytujemy na skali warto$¢ kata skrgcenia ptaszczyzny polaryzacji $wiatta
w roztworze dla wszystkich przygotowanych roztworow, wyniki zapisujemy w tabeli:

Stezenie roztworu (%) Warto$¢ kata skrecenia plaszezyzny polaryzacji ,,o”

0 (woda destylowana) 0

5

10

15

20

25

30

17



Na wykresie ponizej nanie§ wartosci pomiarowe 1 wykresl zaleznos¢ kata skrecenia
plaszczyzny polaryzacji §wiatla od st¢zenia roztworu.

40
38
36
34
32
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

8

oN MO

0 5 10 15 20 25 30
stezenie %
Dla otrzymanych wartosci kata skrecenia plaszczyzny polaryzacji $wiatta

w zalezno$ci od stezenia roztworu znajdujemy, wykorzystujac program komputerowy,
zalezno$¢ liniowa (rdwnanie prostej 1 wspotczynnik korelacji).

Tutaj wpisz:
> otrzymane rOwnanie: Y =........c.cccoeveverivernennes

> warto$¢ wspotczynnika korelacjii R? =........cccoveveeeverennne,

Nastgpnie dokonujemy pomiaru wartosci kata skrecenia plaszczyzny polaryzacji
Swiatta w roztworze przygotowanym przez druga podgrupe.

Tutaj wpisz:
» zmierzona warto$¢ kata skrgcenia ptaszczyzny polaryzacji o = ......c.covevvrveieennn.

Korzystajac z otrzymanej zaleznosci warto$ci kata skrgcenia plaszezyzny
polaryzacji swiatla od stezenia roztworu obliczamy stezenie roztworu x — przygotowanego
przez druga podgrupg.

Tutaj wpisz obliczenia:

Tutaj wpisz:
»  obliczona warto$¢ StZenia X = .......ccevereereeriesiensiennnenns [%]

Data | Imi¢ i Nazwisko wykonujacego ¢wiczenie | Podpis prowadzacego ¢wiczenia

18



NOTATKI

19



CWICZENIE NR 1.2

POMIAR OGNISKOWEJ I ZDOLNOSCI SKUPIAJACEJ
SOCZEWEK

Czes¢ teoretyczna

Soczewka zbudowana jest z dwoch powierzchni sferycznych, na ktorych zachodzi
zalamanie $wiatla. Ze wzgledu na ksztalt wyr6zniamy nastepujace typy soczewek:

a) b) © d) e) f)

a) dwuwypukla, b) ptasko-wypukta, c) wklesto-wypukta, d) dwuwklesta, e) plasko-
wklesta, ) wypukto-wklesta

Soczewki cienkie - w przypadku gdy rozmiary liniowe soczewki sa znacznie mniejsze od
promieni krzywizny soczewki korzystamy z przyblizenia soczewki cienkiej tzn.,
zaktadamy zerowa grubo$¢ soczewki 1rozpatrujemy jedynie procesy zachodzace na
zewngtrznych powierzchniach soczewki a $rodkiem soczewki nazywamy wtedy punkt
w ktorym o$ optyczna soczewki przecina soczewke.

Na zewngtrznych powierzchniach soczewki $wiatlo ulega zalamaniu zgodnie
Z prawem zatamania $wiatla:

(1)

Vin

(©4
(4] A 0’
LT S o K LY N 4 A
oy W NN S A 4 A

Wy Y AN
N s W gy /lzﬁfv2 Ny V]
o A v - 4
o o s oo o e N\ A K
L S L & V. aw/ 4 (2)//
Yo v v S 22 AW gy

VZ AV S A A A SR A a4

gdzie: a - kat padania; B - kata zatamania; Vi, V2 - predkosci rozchodzenia si¢ Swiatta
wosrodku 1 1 2; ni, n2 - bezwzgledne wspdiczynniki zalamania S$wiatta
w osrodku 112
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Zatamanie $wiatta w soczewce cienkiej
Ze wzgledu na wlasciwosci optyczne soczewki dzielimy na skupiajgce | rozpraszajgce

— e
4
4
F, - o F
¢ ¥ o T
v 4
- a4
74
74
T

Ryec. 1. Schemat biegu promieni $wiatta w soczewce skupiajacej
gdzie: Fi1, F2 — ogniska soczewki skupiajacej, O —srodek soczewki,
odcinek OF; = OF, — f — ogniskowa soczewki skupiajgcej, prosta FoOF1 — oS
optyczna soczewki.

Ogniskiem - F - soczewki skupiajacej nazywamy punkt na osi optycznej soczewki W
ktérym przecinaja si¢ po przejsciu przez soczewke promienie S$wiatla padajace na
soczewke rownolegle do jej osi optycznej. Ogniskowa — f - soczewki skupiajace;
nazywamy odcinek taczacy ognisko soczewki F z jej srodkiem geometrycznym — O.

o H
,lf’ & 4
o t g
2 _ e o R
e o—Co o e}
\\] p
~— y
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Ryc. 2. Schemat biegu promieni $§wiatla w soczewce rozpraszajacej: Fi,F2 — ogniska
pozorne soczewki rozpraszajacej, O — srodek soczewki, odcinek OF1=0F, — f —
ogniskowa soczewki rozpraszajacej, prosta F2OF1 — 0§ optyczna soczewki.

Ogniskiem pozornym - F - soczewki rozpraszajacej nazywamy punkt na osi
optycznej soczewki w ktorym przecinajg si¢ przedtuzenia promieni §wiatla padajacych na
soczewke rownolegle do jej osi optyczne;j.

Ogniskowg — f - soczewki rozpraszajacej nazywamy odcinek taczacy ognisko
pozorne soczewki — F - z jej geometrycznym srodkiem — O.

Wiasnosci soczewki (potozenie ogniska — F 1 dlugo$¢ ogniskowej — f) zaleza od
promieni krzywizny soczewki (Ri,R2), wspotczynnika zatamania $wiatla materiatu
Z ktérego wykonano soczewke (n), wspdtczynnika zatamania $§wiatta osrodka w ktoérym
umieszczono soczewke (no). Poniewaz wspoOlczynnik zatamania $wiatta materialu
Z ktérego wykonano soczewke (n) zalezy od dtugosci fali swiatta A (jest najwiekszy dla
swiatta fioletowego a najmniejszy dla §wiatla czerwonego) to wtasciwosci soczewki zalezg
rowniez posrednio od dtugosci fali §wiatta A.
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R1

n
No
R2
Ryc. 3. Parametry soczewki cienkiej.
Dlugosc¢ ogniskowej — f — okreslona jest zalezno$cia:
1 1
L= S @)
’ R R.

Krzywizng soczewki uwazamy za dodatnig wtedy gdy soczewka jest wypukla, za
ujemng wtedy gdy soczewka jest wklesta. Promien krzywizny ptaszczyzny rowny jest
nieskonczonosci.

Soczewka jest skupiajaca wtedy gdy jej ogniskowa jest dodatnia, rozpraszajaca gdy
jej ogniskowa jest ujemna.

Zauwazmy, ze soczewka dwuwypukta (R1 i Rz — dodatnie) jest soczewka
skupiajgca (f — dodatnie) tylko wtedy gdy n>no, tak jest na przyktad dla soczewki szklanej
w powietrzu. Po umieszczeniu tej samej soczewki w Srodowisku w ktéorym n<no
ogniskowa tej soczewki przyjmuje warto$¢ ujemna, a soczewka staje si¢ soczewka
rozpraszajaca! 1 analogicznie, soczewka dwuwklesta (R1 I R2 — ujemne) stanie si¢
soczewka skupiajaca wtedy gdy n<no.

Zdolno$cig skupiajacg soczewki wyrazong w dioptriach nazywamy odwrotnos¢
ogniskowej soczewki wyrazonej w metrach:

y % [1/m = D = Dioptria] (2)

Zdolno$¢ skupiajaca uktadu soczewek cienkich, lezacych mozliwie blisko siebie rowna
jest sumie zdolnos$ci skupiajacych poszczegolnych soczewek w uktadzie:

Li=Li+ Lo+ Ls+...... 3)

22



Powstawanie obrazow w soczewce cienkiej

Aby wyznaczy¢ obraz punktu w dowolnym uktadzie optycznym (rowniez
W soczewce) nalezy wyznaczy¢ bieg co najmniej dwoch promieni $Swiatla w tym ukladzie
optycznym Jezeli obraz powstaje w punkcie przeci¢cia promieni §wiatta to jest to obraz
rzeczywisty — obraz taki mozemy oglada¢ na ekranie, jesli w punkcie przedtuzen promieni
to jest to obraz pozorny — obraz taki na ekranie nie powstaje.

SN
——
; 0\\F2 B
F
‘b
B

U

Ryc. 4. Schemat powstawania obrazu rzeczywistego punktu A w soczewce skupiajacej

o0 ogniskowej f.

W tabeli 1 przedstawiono cechy obrazow powstajacych w soczewce skupiajacej
w zaleznosci od odleglosci przedmiotu od soczewki.

Tabela 1
X X =00 X >2f X =2f 2f >X >f =f X<f
Y Y=f 2f>Y > f Y =2f Y > 2f =o® Y <0
Cechy rzeczywisty |rzeczywisty | rzeczywisty nie pozorny
obrazu |punktowy| odwrocony | odwrocony | odwrocony . prosty
e ’ ) powstaje .
pomniejszony| réwny | powiekszony powiekszony

X —odlegtos$¢ przedmiotu od soczewki, Y —odlegtos¢ obrazu od soczewki,
f — ogniskowa soczewki, « - nieskonczonosé¢

Ryc. 5. Schemat powstawania obrazu pozornego w soczewce rozpraszajace;
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Obraz powstajacy w soczewce rozpraszajacej jest zawsze obrazem pozornym,
pomniejszonym i prostym i tworzy si¢ pomi¢dzy soczewka a jej ogniskiem pozornym.

Odleglos¢ obrazu od soczewki - X i odlegto$¢ przedmiotu od soczewki — Y
spetniaja rbwnanie zwane rOwnaniem soczewki:

1,11

XY f

Po przeksztalceniu rownania 4 otrzymujemy zaleznos$¢ dlugosci ogniskowej od
odleglosci obrazu od soczewki (Y) i odlegtosci przedmiotu od soczewki (X):

f=xy

Poprzez pomiar odlegtosci X 1 Y w przypadku gdy na ekranie tworzy si¢ obraz
rzeczywisty mozna z roéwnania 5 wyznaczy¢ ogniskowa soczewki. Sposob ten nie nadaje
si¢ bezposrednio do zmierzenia ogniskowej soczewki rozpraszajacej, gdyz nie daje ona
obrazow rzeczywistych. Trudno$¢ t¢ mozna omingé stosujac uktad zbierajacy zlozony
z dwoch soczewek: skupiajacej irozpraszajacej. Z rownania 5 znajdujemy zdolno$¢
skupiajacg uktadu Zy. Jezeli zdolnos¢ skupiajaca Zi soczewki skupiajacej wchodzacej
w sktad uktadu jest znana, to z rownania 3 otrzymujemy szukang zdolnos¢ skupiajaca Z»
soczewki rozpraszajacej.

+ (4)

Uklad optyczny oka

Budowg oka ludzkiego przedstawia rycina 10

soczewka

migsien
soczewki soczewki

naczyniéwka ! siatkbwka
twardé ' _
y/ ! plamka z6ita

nerw wzrokowy

Ryc. 10. Schemat budowy ludzkiego oka.
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Gatka oczna ma ksztatt kuli najczesciej o srednicy okoto 24,4 mm. Spotyka si¢
rowniez zdrowe, dobrze widzace oczy mniejsze o srednicy 21mm, oraz oczy wigksze
0 dtugosci 27,5 mm.

Na uktad optyczny oka sktadaja si¢ nastepujace elementy: rogdéwka, komora
przednia wypetiona cialem wodnistym, tgczOwka z otworem Zrenicznym, soczewka,
komora tylna wypehiona ciatem szklistym i §wiatloczuta siatkowka.

Najsilniej §wiatlo zalamywane jest na zewnetrznej powierzchni rogdwki. Wplywa
na to duza réznica wspotczynnikow zalamania $wiatla przy przej$ciu z powietrza do
wnetrza oka. Srednica rogowki wynosi $rednio 11,5 mm, grubos$é¢ od 0,5 mm w $rodku do
0,7 mm na obrzezach. Promien krzywizny powierzchni zewngtrznej wynosi $rednio
7,8 mm. Zdolno$¢ skupiajaca rogowki wynosi S$rednio 43 dioptrie, a w stanach
patologicznych waha si¢ od 30 do 66 dioptrii.

Pomiedzy rogdwka a soczewka znajduje si¢ komora przednia o §redniej glebokosci
3,6 mm wypelniona ciecza wodnista. Przestrzen migedzy soczewka a siatkowka wypelniona
jest substancja galaretowata, tzw. cialem szklistym. Oba otaczajace soczewke Srodowiska
majg ten sam wspotczynnik zalamania, ktérego warto$¢ jest zblizona do wartosci
wspotczynnika zalamania §wiatta w wodzie.

Soczewka oka ma budowg zlozong, warstwowa. Najwyzszy wspolczynnik
zatamania $wiatla ma jadro soczewki. Soczewce zawdzigczamy dobre widzenie dalekich
I bliskich przedmiotow, gdyz jej ksztalt i zdolnos¢ skupiajaca odpowiednio si¢ zmieniaja.
Zdolno$¢ ta nazywamy akomodacjg. Przecigtnie, w widzeniu dalekich przedmiotoéw
grubo$¢ soczewki wynosi 3,6 mm, a jej zdolno$¢ skupiajagca wynosi 19 dioptrii. Dla
dobrego widzenia przedmiotow bliskich zdolno$¢ skupiajaca soczewki zwigksza sie¢
maksymalnie do 33 dioptrii i staje si¢ ona nieco grubsza.

Teczéwka z otworem zrenicznym jest przystong aperturowg. Srednica Zrenicy
zmienia si¢ od 8mm (w ciemnosci) do 1,5 mm przy dobrym oswietleniu.
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Cze$¢ doswiadczalna.

W celu wyznaczenia ogniskowej badanych soczewek postuzymy si¢ zestawem
ztozonym ze zrodta $wiatta, soczewki i ekranu umieszczonych na tawie optycznej
(Ryc.11). Wszystkie soczewki uzyte w ¢wiczeniu bedziemy uwazali za soczewki cienkie.

przedmiot soczewka ekran

tawa ootvczna Jt

\ﬁ V
X Y
Ryec. 11. Schemat zestawu stuzacego do wyznaczania ogniskowej soczewek

A
y

Po ustaleniu odlegtosci przedmiotu od soczewki regulujemy odlegtos¢ ekranu od
soczewki w celu uzyskania na ekranie ostrego obrazu przedmiotu. Mierzymy wielkosci
X 1Y na tawie optycznej i z rOwnania 5 wyznaczamy ogniskowg soczewki. Czynno$¢ tg
powtarzamy co najmniej pigeciokrotnie zmieniajac za kazdym razem odlegtos¢ przedmiotu
od soczewki o kilka centymetrow. Nastgpnie razem z soczewka poprzednio badang
umieszczamy w oprawce soczewke rozpraszajaca takg aby ten uktad soczewek stanowit
soczewke skupiajaca. Ogniskowa uktadu znajdujemy w sposob opisany dla soczewki
skupiajacej. Wszystkie otrzymane wyniki notujemy w tabelce sporzadzonej wedlug nizej
podanego wzoru:

X Y f f[m] Z[D]
srednia Srednia

Soczewka

skupiajaca

Uklad soczewek
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Zdolnos¢ skupiajgca soczewki rozpraszajacej Zo = Zy— Z1 =

Data

Imie¢ 1 Nazwisko wykonujacego ¢wiczenie

Podpis prowadzacego ¢wiczenia
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CWICZENIE NR 1.3

MIKROSKOPIA. ZDOLNOSC ROZDZIELCZA 1 POMIAR
APERTURY LICZBOWELJ.

Czes¢ teoretyczna

Mikroskopia optyczna znajduje bardzo szerokie zastosowanie w rdéznych
dziedzinach nauki. Mikroskop jest przyrzadem majagcym na celu zwigkszenie kata
widzenia przedmiotéw potozonych w odlegtosci dobrego widzenia. Poniewaz ogladamy
pod mikroskopem zazwyczaj przedmioty nie §wiecace, oswietlamy je silnym $wiatlem od
dotu (mikroskopy przeswietleniowe) lub, jezeli sa nieprzezroczyste, z gory (mikroskopy
odbiciowe).

Mikroskop jest ztozony z dwodch soczewek skupiajacych — obiektywu, ktory
posiada bardzo krotka ogniskowa i1 okularu, ktory posiada dtuzsza ogniskowa (stuzy jako
lupa), znajdujacych si¢ na wspdlnej osi optycznej w pewnej odlegtosci 1 od siebie.

Obiektyw wytwarza obraz rzeczywisty, powigkszony i odwrocony przedmiotu.
Przedmiot ustawia si¢ przed obiektywem w odleglosci X niewiele wigkszej od ogniskowej
fob tej soczewki (x = fop). Tak powstaty obraz, ogladany przez okular, ktory dziata jak lupa,
jest jeszcze raz powigkszony, pozorny i prosty. Obraz ten powstaje w odlegtosci dobrego
widzenia d = 25 cm. Powickszenie mikroskopu mozna przedstawi¢ nastepujaca
przyblizong zaleznos$cia:

|-d

P=Pob - Pok=%—%—

fob 'fok @)

Bieg promieni §wietlnych w mikroskopie przedstawiono na Ryc. 1.
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Ryc. 1. Bieg promieni $wietlnych w mikroskopie.

Obrazy uzyskiwane w mikroskopie powinny by¢ nie tylko powigkszone, ale takze
charakteryzowaé¢ si¢ zdolno$cia uwydatnienia drobnych szczegoléw ogladanego
przedmiotu. Im wigcej] mozemy dostrzec szczegotow tym mamy wigksza zdolnos¢
rozdzielcza. Zdolno$¢ rozdzielcza jest zwigzana ze zjawiskami falowymi, takimi jak
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dyfrakcja czy interferencja. Doswiadczenie pokazuje, zZe istnieje pewna graniczna
odlegtos¢ d migdzy dwoma punktami, ktore w mikroskopie widzimy jako oddzielne. Ta
minimalna odlegtos¢ d (lub jej odwrotno$¢), rozroznialna jeszcze w mikroskopie, jest
miarg jego zdolno$ci rozdzielczej. Abbe zauwazyl, ze przedmioty, ktére sa bardzo mate,
stanowig jakby siatke dyfrakcyjna, na ktorej promienie $wietlne pochodzace z kondensora,
ulegaja ugieciu. Warunkiem utworzenia przez obiektyw obrazu rzeczywistego jakiego$
punktu przedmiotu jest zebranie w jednym punkcie co najmniej dwéch zalamanych
promieni wchodzacych do obiektywu i zgodnych w fazie (Ryc.2).

Ryc. 2. Ugiecie promieni $wietlnych na otworach przedmiotu znajdujacego si¢ pod
obiektywem.

Doswiadczalne dane oparte na analizie zjawiska dyfrakcji stwierdzaja, ze
najmniejsza odleglto$¢ d przedmiotow, ktore mozna rozr6ézni¢ na obrazie wytworzonym
w mikroskopie jako oddzielne spetnia warunek:

)
A= @
n-sin ¢

gdzie: A - dlugos$¢ fali promieniowania stosowanego podczas obserwacji w odniesieniu do
prozni,
n - wspotczynnik zatamania osrodka, z ktorego wchodza promienie do obiektywu.
¢ - kat, ktory tworzy promien brzegowy z osig optyczng; zaktada sig, ze
wierzchotek C tego kata znajduje si¢ w polu ostrego widzenia mikroskopu (Ryc. 3).

obiektyw

Ryec. 3. Kat aperturowy.
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jest miarg zdolno$ci rozdzielczej mikroskopu. Przyczyna tego, ze mikroskop posiada
ograniczong zdolno$¢ rozdzielczg tkwi w uginaniu si¢ Swiatta przy przechodzeniu przez
waskie szczelinki pomiedzy wiokienkami lub innymi elementami ogladanych preparatow.
Dla prostoty rozumowania zalézmy, ze preparatem mikroskopowym jest siatka
dyfrakcyjna, posiadajaca w odstepie d szereg szczelinek przepuszczajacych §wiatlo.

Teoria siatki dyfrakcyjnej uczy, ze aby otrzymac na ekranie obraz podobny do
przedmiotu, obiektyw musi zebra¢ przynajmniej jedng wigzke ugieta. Warunek (2)
oznacza, ze kat ugigcia promienia przy przejsciu przez szczelinke jest nie wigkszy niz kat
¢. Bowiem tylko wtedy otrzymamy na ekranie pierwszy obraz interferencyjny szczeliny.
Im wiecej wigzek ugietych zbierze obiektyw, tym wyrazniejszy obraz siatki dyfrakcyjnej
uzyskamy na ekranie.

Jezeli odstep migedzy szczelinami siatki dyfrakcyjnej bedzie mniejszy niz d, wtedy
kat ugigcia 0 bedzie wigkszy niz kat ¢ i do obiektywu dotrg tylko promienie nieugi¢te: na
ekranie nie otrzymamy obrazu siatki dyfrakcyjnej, a jedynie bialg plamke.

Z warunku (2) widaé, ze rozpoznawana struktura przedmiotu (np: odstep migdzy
szczelinami siatki dyfrakcyjnej) moze by¢ tym subtelniejsza, im mniejsza jest dtugos¢ fali
Swiatla 1 im wiekszy jest kat o.

Wyrazenie:
a=n-sinQ 4)

z warunku (2) nosi nazwe¢ apertury liczbowej obiektywu. Im wigksza zatem apertura
liczbowa, tym wigksza zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu (wzor 3).

Aby zwiekszy¢ zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu stosuje si¢ uklad immersyjny
(tzn. pomigdzy obserwowanym przedmiotem a obiektywem umieszcza si¢ substancje
przezroczysta o wspotczynniku zatamania n > 1). W pewnych badaniach biologicznych
role takiego uktadu immersyjnego spetnia olejek cedrowy o n = 1,55 lub ostatnio uzywany
bromek naftalenu (n = 1,66). W celu zwigkszenia zdolno$ci rozdzielczej mikroskopu
mozna rowniez zmniejszy¢ dtugos¢ fali A §wiatta uzytego do o§wietlenia preparatu.
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Cze$¢ doswiadczalna

Celem (¢wiczenia bedzie zapoznanie si¢ ze sposobem wyznaczania apertury
mikroskopu optycznego. Zgodnie z definicja - apertura obiektywu nazywamy kat, ktory
tworzy promien brzegowy, wpadajacy jeszcze do obiektywu, z gldwng osig optyczna
obiektywu (Ryc.3).

Niezbedne przyrzady i materialy:
mikroskop, tawa optyczna z podziatka, mata tawa z przesuwanym punktowym zrodiem
Swiatta

W celu wykonania pomiaru apertury liczbowej obiektywu wykorzystamy rycina 4.

Pl P2

S1

Ryec. 4. Schemat stuzacy do pomiaru apertury liczbowej obiektywu.

Niech soczewka AB stanowi obiektyw mikroskopu. Przez MN oznaczymy
plaszczyzng ostrego widzenia (powierzchnia preparatu — stanowiaca jakby siatke
dyfrakcyjng), w ktorej najblizszym otoczeniu punkt C - znajduje si¢ pole ostrego widzenia
mikroskopu.

Jesli przepuscimy $wiatto przez umieszczony w polu ostrego widzenia przedmiot,
to promienie po przejsciu przez soczewke (obiektyw) dadzg nam ostry obraz na ekranie P».
Przyjmijmy, ze punkt C pola ostrego widzenia lezy na osi gtownej optycznej mikroskopu.

Na Ryc.4 kat ¢ =£ ACO = £ BCO stanowi aperture. Ustawmy prostopadle do
gléwnej osi optycznej mikroskopu tawe optyczng Pi1, wzdluz ktorej bedziemy przesuwali
punktowe zrédto Swiatla.

Przedtuzajgc promienie brzegowe AC i BC do tawy P1, otrzymamy punkty S1 i Sz,
w ktorych jeszcze bedzie widoczne punktowe Zrodlo swiatta. W wyniku tego uzyskamy
stozek promieni, ograniczony (w przekroju) promieniami brzegowymi S:C i S.C,
wnikajacy do obiektywu mikroskopu.

O polu ostrego widzenia mozemy powiedzie¢ (ze wzgledu na jego bardzo mate
rozmiary), ze jest punktowe. Wtedy ze stozka promieni wysytanych przez zrodto §wiatla
S1, a wpadajacych do obiektywu, widoczny bedzie promien przechodzacy przez punkt C.
Jest nim wlasnie promien brzegowy S1 A. Patrzac w otwor tubusa mikroskopu po wyjeciu
zen okularu widzimy rozjasnienie tuz przy brzegu obiektywu.

Po przesunieciu zrodia $wiatla do punktu S, lezacego na przecigciu prostej BC
(bedacej tez promieniem brzegowym) z tawg Pi1, otrzymujemy rozjasnienie w okolicy
brzegu B obiektywu. PoloZenie Sz jest naturalnie symetryczne do potozenia Si.

31



Z Ryc.4 wida¢, ze
0's, 0'S,

Sin =
Zs.c”s,C

Poniewaz dla powietrza praktycznie biorgc n = 1, przeto zgodnie z (2) apertura

liczbowa obiektu a = sin @

Wykonanie ¢wiczenia

1.

4.

Nastawiamy mikroskop na ostro$¢ widzenia. W tym celu umieszczamy na stoliku
mikroskopu jaki$ preparat i szukajac jego obrazu przesuwamy odpowiednio tubus. Po
doktadnym ustawieniu usuwamy preparat i wyjmujemy okular.

Przed mikroskopem umieszczamy zrodto §wiatta tak, aby znajdowalo si¢ gtéwnej osi
optycznej mikroskopu.

Patrzac w tubus mikroskopu, przesuwamy wzdtuz tawy P1 punktowe Zrédlo §wiatta do
takiego potozenia, aby ostatni dostrzegalny promien $wiatta wybiegajacy z tego zrodia
dochodzit do punktu A (Ryc. 4) - odpowiada to potozeniu Si. Nastepnie wyznaczamy
skrajne potozenie zrodla $wiatta z drugiej strony tawy P; tak, aby promien brzegowy
wychodzacy z punktu Sz docierat do punktu B.

W tabeli zapisujemy z doktadnoscig do 1 mm polozenia S1 i So. Zmierzong odlegtosé
migdzy tymi dwoma polozeniami oznaczamy 2 s.

Odlegtos¢ pola ostrego widzenia mikroskopu (preparatu lub przestony punktowej) od linii
S1S2 oznaczymy przez L. (Ryc.4)

Poniewaz dla powietrza n = 1, wigc apertura liczbowa obiektywu wynosi a = sing

a=singp=

S
\/52 +L2
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Wyniki pomiaréw i obliczen wpisujemy do tabelki, sporzadzonej wedtug podanego wzoru.

Powiekszenie | Pomiar L St S
obiektywu [cm] | [cm] | [cm]

S a warto$¢ $rednia
[cm] a

Data | Imi¢ i Nazwisko wykonujacego ¢wiczenie

Podpis prowadzacego ¢wiczenia
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NOTATKI
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CWICZENIE NR 1.4

WYZNACZANIE STEZEN ROZTWOROW ZA POMOCA
SPEKTROFOTOMETRU ABSORPCYJNEGO.

Czes¢ teoretyczna

Badanie widm ro6znego rodzaju nosi o0goélng nazwe spektroskopii (lub
spektrometrii). Mozliwo$§¢ wykrywania pierwiastkow lub zwigzkéw chemicznych
w badanej probce w oparciu o charakterystyczne linie (pasma) w widmie emisyjnym (lub
absorpcyjnym) spowodowala duze zainteresowanie analizg widmowa.

Warto przypomnieé, ze widmo jest to rozklad natezenia promieniowania
w zaleznos$ci od jego energii, czgstotliwosci lub dlugosci fali.

W szerokim rozumieniu spektroskopia jest zespoél metod badawczych fizyki
atomowej i jadrowej oraz chemii atomowej zajmujacych sig:

- badaniem budowy i wlasciwosci czasteczek, atomow i jader atomowych,

- badaniem wzajemnych oddziatywan atomoéw i czasteczek,

- badaniem elementarnych skladowych atomoéw 1 czasteczek na podstawie
rozktadu energii (widma) emitowanego, pochtanianego lub rozpraszanego przez
nie promieniowania. elektromagnetycznego lub korpuskularnego.

Podstawa analizy widmowej jest fakt, ze atomy kazdego pierwiastka posiadaja
uktad dozwolonych poziomoéw energetycznych, ktory pozwala odrézni¢ jeden pierwiastek
od innych i okresli¢ stan energetyczny atomu czy czasteczki. Tu warto odwotaé si¢ do
modelu atomu wodoru Bohra. Elektrony w atomach i czasteczkach posiadaja energi¢
zwigzang z oddzialywaniem z jagdrami atomow. Energia ta nie jest dowolna, lecz moze
przybiera¢ tylko pewne okreslone wartosci (moéwimy, ze energie elektronow s3
skwantowane). Elektron nie moze odda¢ mniejszej porcji energii niz wynosi rdznica
energii mi¢dzy poziomami dozwolonymi dla elektronu. Powstajace widmo, tzw. widmo
liniowe, niesie informacje o sktadzie chemicznym badanej probki.

Widmo fal elektromagnetycznych przedstawiono na rycinie 1.

ZDJECIE RENTGENOWSKIE
ZLAMANEJ KONCZYNY | SwiATEOWOD [RADAR LOTNICZY|
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%Tg’};m‘i%o“ 13’@0“ 1o|" 10" 1(;“’ 10'"/\11;“ 1t;’5 1'u“ 1;1“ 1;)" 1;:" 1;)“’ 1'09 1% 1;1’ 1(')5
APARAT DO TERAPII ONKOLOGICZNEJ BANKNOT ANTENA NADAWCZA STACII
ZA POMOCA PROMIENI y W NADFIOLECIE RADIOWEJ LUB TELEWIZYJNEJ
Ryc. 1. Widmo fal elektromagnetycznych
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Widmo dostarcza wielu informacji o zrédle danego promieniowania (tzw. widmo
emisyjne), a czesto i o osrodku, przez ktéry ono przenikalo (tzw. widmo absorpcyjne).
W przypadku fal elektromagnetycznych (od mikrofal po promieniowanie rentgenowskie
I gamma) emitowanych przez pojedyncze atomy, czasteczki lub jadra widmo emisyjne ma
linie widmowe o $cisle okreslonych energiach.

Widmo absorpcyjne powstaje przy przenikaniu promieniowania o widmie ciagtym
przez materi¢ dla niego przezroczysta. W przypadku fal elektromagnetycznych atomy lub
czasteczki osrodka pochfaniaja promieniowanie o energii odpowiadajacej swoim
poziomom energetycznym i natychmiast (czas przebywania w stanie wzbudzonym -
1012 — 10® s) potem spontanicznie emitujg $wiatto, przy czym emisja owa zachodzi
izotropowo. Na kierunku rozchodzenia si¢ padajacej fali elektromagnetycznej w widmie
absorpcyjnym obserwuje si¢ bardzo silne zaniki natezenia dla energii wlasciwych danej
substancji. Umozliwia to badanie sktadu chemicznego absorbenta.

Rozrézniamy widma emisyjne: liniowe (gazow i par w stanie atomowym),
pasmowe (gazow i par w stanie molekularnym) i ciagle (cieczy i ciat statych).

Podstawowym narzedziem spektroskopii jest odpowiedni dla danego rodzaju
promieniowania spektroskop (ewentualnie spektrometr lub spektrograf).

Spektroskopie mozna podzieli¢ wg rodzaju lub zakresu badanego promieniowania,
rodzaju badanego obiektu oraz metod otrzymywania widm. W spektroskopii bada si¢
promieniowanie elektromagnetyczne o dtugosci fali od 102 do 10%® m. Zaleznie od
zakresow dlugosci fal, spektroskopie dzieli si¢ na :

- spektroskopi¢ promieni y (badanie proceséw wewnatrzjadrowych),

- spektroskopie promieni rentgenowskich (badanie wewnetrznych powtlok

elektronowych atoméw),

- spektroskopie w nadfiolecie 1 obszarze widzialnym (okreslanie budowy

I rozktadu poziomoéw energetycznych atomow i czgsteczek)

- spektroskopie w podczerwieni (badanie widm absorpcyjnych i wykorzystanie

badan do poznania struktury czasteczek, ich oscylacji i rotacji)

Natomiast w zaleznos$ci od rodzaju badanych obiektow, ktorych widma poddaje si¢
analizie, spektroskopi¢ mozna podzieli¢ na:

a. spektroskopi¢ atomowa obejmujaca badania struktur poziomoéw energetycznych
atoméw 1 jonow. Badania te prowadzi si¢ w oparciu o analiz¢ widm emisyjnych
I absorpcyjnych, powstajacych przy przejsciach miedzy poziomami energetycznymi
poszczego6lnych atomow. Widmo atomowe ma charakter liniowy.

b. spektroskopi¢ czasteczkowa (molekularng), ktora zajmuje si¢ badaniem czasteczek,
poznawaniem ich budowy 1 wtasciwosci fizykochemicznych. W odréznieniu do widma
atomowego, widmo czgsteczkowe jest pasmowe. Zwigzane to jest z istnieniem
W czasteczkach, oprécz ruchow w atomach, ruchow oscylacyjnych jader atomowych
oraz ruchow rotacyjnych czgsteczek jako catosci. Przejsciu miedzy poziomami
energetycznymi czasteczki towarzyszy emisja lub absorpcja fotonu o energii:

AE = AEeiektr + AEoscyl = AErot
gdzie: AEelektr — zmiana energii elektronowej czgsteczki, AEoscyl — Zmiana energii zwigzanej

z oscylacyjnym ruchem czgsteczki i AErot — zmiana energii zwigzanej z rotacyjnym
ruchem czasteczki.
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Ze wzgledu na to, ze AEeekr » AEoscyt » AErt kazdej linii widmowej
odpowiadajacej zmianie w powloce elektronowej towarzyszy szereg linii zwigzanych
Z poziomami oscylacyjnymi i rotacyjnymi. W widmie czgsteczkowym mozna wyroznic:

- liniowe widmo rotacyjne (AEgiekr = 0, AEoscyl = 0, AErot # 0), linie widmowe

leza w dalekiej podczerwieni i w obszarze mikrofalowym,

- pasmowe widmo oscylacyjno-rotacyjne (AEetekir = 0, AEoscy1 # 0,

AErot # 0) lezagce w obszarze bliskiej podczerwieni,
- pasmowe widmo elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne, (AEetektr # 0,
AEoscyl # 0, AErot # 0) w zakresie widzialnym 1 ultrafioletowym.

Swiatto jest fala elektromagnetyczng. Do zakresu widzialnego naleza fale
0 dlugosciach z zakresu od ok. 380 nm (odpowiada to barwie fioletowej) do ok. 780 nm
(barwa czerwona). Pomiedzy tymi skrajnymi barwami mieszczg si¢ pozostale barwy
widzialnego zakresu fal elektromagnetycznych. Chociaz przedzial dlugosci fal $wiatla
widzialnego jest bardzo waski, jest niezwykle istotny wlasnie z tego powodu, iz fale o tej
wlasnie dtugosci wywotluja wrazenia $wietlne (w tym wrazenia barwne) u czlowieka. Oko
ludzkie rozréznia na ogdt siedem réznych barw widmowych (tabela I)

Tabela I. Barwy widmowe $wiatta biatego.

Barwa Dhugos¢ fali (nm)
fioletowa 380-435
niebieska 435-485
turkusowa 485-495
zielona 495-560
70lta 560-585
pomaranczowa 585-610
czerwona 610-780

Czulo$¢ oka ludzkiego jest rozna dla roéznych dhlugosci fali $wietlnej. Pogladowa
charakterystyke wzglednej czutosci oka ludzkiego przedstawiono na rycinie 2.
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Ryc. 2. Pogladowa charakterystyka czutosci oka ludzkiego.
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Z wykresu wynika, ze $rodek obszaru widzialnego przypada na okoto 555 nm
(5,55 - 107 m.). Swiatlo o tej dlugosci wywoluje wrazenie koloru zéttozielonego.

Nalezy zauwazy¢, ze $wiatlo, ktérym najczesciej na co dzieh nas otacza, to tzw
swiatto biate (wysylane przez Stonce, zwykte zarowki itp). Nie ma ono jakiej$ okreslonej
dtugosci fali. Efekt biatej barwy otrzymujemy w wyniku sumarycznego oddziatywania fal
o wszystkich dtugosciach z zakresu widzialnego.

Swiatlo biale przepuszczone przez pryzmat ulega rozszczepieniu na poszczegodlne
barwy monochromatyczne. Wszystkie te barwy po zmieszaniu ponownie daja $wiatlo
biate. Jezeli jednak ze $wiatta biatlego usuniemy tylko jedng z barw tworzacych, to
pozostate $wiatlo bedzie miato barwe zwang dopelniajaca. Np. barwa zielona jest barwa
dopetniajgcg do barwy czerwonej i odwrotnie, barwa czerwona jest barwa dopetniajaca do
barwy zielonej.

Jesli $wiatto biale pada na jakie$ cialo, nastgpuje oddziatywanie fal z atomami
I czgsteczkami tego ciala. Tak wigc, gdy na jakie$§ nieprzezroczyste ciato pada $wiatlo
biate, to pochtaniane sg tylko takie dtugosci fali, ktorych energia hv = hc/A odpowiada
doktadnie réznicy AE = E; - Ei miedzy dozwolonymi poziomami energetycznymi
elektronu. Pozostale dlugosci fal, nie sa po prostu przez ciato pochtaniane, czyli sa
odbijane. Te odbite promienie trafiaja do naszych oczu i wywoluja efekt koloru. Jesli na
przyklad dane ciato pochtania wigkszos¢ fal, a odbija glownie te, odpowiadajace barwie
czerwonej, to obserwowany przez nas przedmiot bedzie czerwony. Dla cial
przezroczystych barwa zalezy od tego, ktore dlugosci fal zostaja przez -ciato
przepuszczone, gdyz promienie pochtonigte lub odbite nie docieraja do naszych oczu.

Jezeli $wiatto o natezeniu Io pada na roztwor barwny i przezroczysty, to cze$¢ tego
swiatta zostaje odbita od powierzchni (Iodb), cze¢$¢ zostaje rozproszona (Iroz), cze$¢ ulega
zaabsorbowaniu przez roztwor (Ia) i czes$¢ (I) przechodzi przez roztwor.

Calos¢ zjawiska mozna opisa¢ rOwnaniem:

lo=loa + Ir+ la+ 1 (1)

Jezeli podczas pomiaréw bedziemy stosowac te same, czyste kuwety 1 zatozymy ze
rozproszenie jest takie samo w calym roztworze, mozna przyjac, ze (Iodn) 1 (Ir) ma mate
znaczenie, to rownanie (1) przyjmie uproszczong postac:

lb=l.+1 (2

[losciowo zalezno$¢ migdzy natezeniem Io S$wiatta padajacego na cialo
a nat¢zeniem I $wiatta wychodzacego po drugiej stronie tego ciata okresla prawo Bougera-
Lamberta :

I =loer (3)

gdzie: p - wspotczynnik absorpcji charakterystyczny dla danej substancji,
d - grubo$¢ warstwy, przez ktorg przeszto §wiatto.

Wspotczynnik p zalezy od fali $wiatta padajacego, dlatego rownanie (3) jest
stuszne dla réwnoleglej 1 monochromatycznej wigzki $wiatta. Krzywa na rycinie 3
przedstawia wykres prawa Bougera-Lamberta dla danej dlugosci §wiatta padajacego, tzn
dla p = const.
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d
Ryc. 3. Wykres prawa Bougera-Lamberta | = f(d) dla p = const

Dla roztworéw, w ktorych znajdujg si¢ dwa rodzaje czasteczek: czasteczki
rozpuszczalnika 1 czgsteczki substancji rozpuszczonej, oraz dla roztworow o matym
stezeniu mozna zastosowa¢ prawo Beera, zgodnie z ktorym wspotczynnik absorpcji p jest
proporcjonalny do st¢zenia roztworu c, czyli:

pn=k-c 4)

gdzie: k jest wspotczynnikiem proporcjonalnosci niezaleznym od stgzenia i nazywany jest
molowym wspotczynnikiem ekstynkcji (ggstosci optycznej, absorbancii).

Prawo Beera, podobnie jak prawo Bougera-Lamberta, jest stuszne dla

monochromatycznej wigzki $wiatlta. Wstawiajac réwnanie (4) do rownania (3)
otrzymujemy w ten sposob prawo Bougera-Lamberta-Beera w postaci:

| = loe™d (5)

Rownanie (4) wolno stosowaé tylko do takich roztworéw, dla ktorych
wspotczynnik p jest liniowa funkcja stezenia (Ryc. 4 odcinek OA).

)

Q
R —_—

0 C
Ryc. 4. Przebieg zaleznosci p = f(c). Prawo Bougera-Lamberta-Beera stosuje si¢

w zakresie ste¢zen od 0 do co.

Dzielagc obustronnie rownanie (5) przez lo, otrzymujemy wielko§¢ zwang transmisja
(transmitancja) roztworu:

T :L :e_k’c’d ©6)

Io
Transmisja T informuje nas jaka cze$¢ $wiatla padajacego zostata przez dany
roztwOr  przepuszczona. Transmisj¢ =~ wyrazamy w  procentach. Jednak

w spektrofotometrycznych pomiarach czeSciej wyznacza si¢ ekstynkcje. Zaleznos¢
pomiedzy tymi zmiennymi jest odwrotna i logarytmiczna.
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Ekstynkcja E jest wielkoscia charakteryzujaca ostabienie wigzki $wiatta
przechodzacego przez absorbent, ktérg mozna przedstawi¢ w postaci:

Ezlongozlog%:log ek'c'd:k-c-d-loge =043-k-c-d (7

Rownania (6) i (7) stanowig inny zapis prawa Bouger-Lamberta-Beera. ROwnanie
(7) moéwi, ze ekstynkcja (absorpcja) réwnoleglej wigzki $wiatla monochromatycznego
przechodzacego przez roztwor zalezy wprost proporcjonalnie od stezenia roztworu i od
jego grubosci.

Roztwory substancji chemicznych przy réznych dlugosciach fali §wietlnej, maja
rozng wartos¢ ekstynkcji. Przyktadowy przebieg ekstynkcji roztworu wodnego fluksyny
I biekitu anilinowego w funkcji dtugosci §wiatta pokazano na rycinie 5a i 5Sb odpowiednio.

Z wykresow wida¢, ze zjawisko absorpcji jest selektywne, tzn. rozne dtugosci fal sa
pochtaniane w ré6znym stopniu. W przypadku fluksyny (Ryc. 5a) w zakresie widzialnym
najsilniej pochtaniane jest $wiatto o zielonej (maksimum ekstynkcji dla A = 540 nm), wigc
barwa roztworu jest czerwona. Natomiast w przypadku bigkitu anilinowego (Ryc. 5b)
maksimum absorpcji (w zakresie widzialnym) wypada dla dtugosci A = 580 nm (roztwor
ma barwe niebieska).

Aby okredli¢ stezenia tych dwoch roztworéw w doswiadczeniu nalezaloby uzy¢
doktadnie tych dlugosci promieniowania monochromatycznego, ktéremu odpowiada
maksymalna ekstynkcja (absorpcja). Intensywno$¢ koloru, zgodnie z prawem Bougera-
Lamberta-Beera, bedzie tym wigksza im wigksze begdzie stezenie roztworu.

1.2872
a) fluks
S 1.0297 ) yna
1)
g 0.7723
> 4
0.5149
0.2574
]
0.0000 ——T —rT T T T T —r—T 74 T v —r
200 300 400 500 600 700 800
dtugos¢ fali (nm)
1.6705
1.3364 b) btekit anilinowy

dtugosé¢ fali (nm)

Ryec. 5. Zalezno$¢ ekstynkcji roztworu wodnego fluksyny (a) 1 biekitu anilinowego (b) od
dhugosci fali Swietlne;.
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Cze$¢ doswiadczalna

Niezbedne przyrzady i materialy:
spektrofotometr SPECOL 10, spektrofotometr SPECOL 1300, 10% roztwor CuSOs, woda
destylowana, kuwety pomiarowe, pipety,

Ryc. 6. Widok spektrofotometru ,,Specol 10”

A — regulator strumienia promieniowania padajacego na rozpuszczalnik lub probke
(pozycja ,,0” — doptyw promieniowania do odnos$nika lub probki zamkniety, ,,I” —
otwarty);

B — regulator dtugosci fali w zakresie 320 — 750 nm;

C — miernik warto$ci transmisji (skala liniowa od 0 do 100%) i1 ekstynkcji (skala
logarytmiczna od 2 do 0);

D , F — pokretta regulacyjne potencjometrow do ustawiania strzatki wskaznika w pozycji
100% transmisji;

E — regulator czulosci spektrofotometru;

G — zrodlo Swiatla;

H — §ruby mocujace przystawke J do badan ekstynkcji;

| — przesuwne sanki z kuwetami;

K — wlacznik stabilizowanego zasilacza.
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Ryec. 7. Widok spektrofotometru ,,Specol 1300”

Ryc. 8. Panel sterowniczy spektrofotometru ,,Specol 1300”
1,2 — przyciski zmiany dtugosci fali
3 — przetacznik trybu pomiarowego (pomiar transmisji lub absorbancji)
4,5 — przyciski kalibracyjne

Metoda pomiarowa

Spektrofotometry SPECOL, ktére wykorzystujemy w tym doswiadczeniu, mimo
réznic w wygladzie, wieku, doktadno$ci pomiarowej dziataja w oparciu o tg samg zasadg.
Glownym elementem spektrofotometru Specol jest lampa emitujgca promieniowanie
elektromagnetyczne o widmie ciaglym z zakresu ultrafioletu i §wiatla widzialnego (dlatego
ten typ spektrofotometru nazywamy spektrofotometrem UV-VIS, od angielskich
terminow; ,ultraviolet” 1 ,,visible light”). Promieniowanie to przechodzi przez uktad

42



optyczny zawierajacy siatke dyfrakcyjng 1 przy przejSciu przez nig ulega zjawiskom
dyfrakcji i1 interferencji. Dzigki tym zjawiskom z wigzki zawierajacej rozne dhugosci fali
wyodrebniane jest promieniowanie monochromatyczne (tj. jednobarwne lub o jednej
dhugosci fali). Promieniowanie to przechodzi przez szklane naczynie (kuwete) zawierajace
rozpuszczalnik (w naszym doswiadczeniu — wode) lub badany roztwor i nastepnie pada na
fotodetektor powodujac przeptyw pradu elektrycznego. Nate¢zenie tego pradu jest zalezne
od nat¢zenia padajacego promieniowania. Spektrofotometr mierzy transmisje 1 ekstynkcje
wigzki $wiatta przechodzacego przez probke. Do tego konieczny jest pomiar nate¢zenia
swiatta padajacego na probke (Io) oraz natgzenia $wiatla po przejsciu przez probke (1), co
jest niemozliwe do przeprowadzenia dla tej samej wigzki $wiatla, gdyz w trakcie pomiaru
w fotodetektorze energia promieniowania jest zamieniana na energi¢ pradu elektrycznego.
Dlatego w trakcie pomiaru uzywamy dwoch kuwet; najpierw przepuszczamy wigzke
promieniowania przez kuwete napelniong woda i zmierzone nat¢zenie promieniowania
przyrzad traktuje jak warto$¢ Io (aby tak bylo nalezy dokona¢ kalibracji uzywajac
przyciskow 4,5 w spektrofotometrze ,,Specol 1300’), nastepnie przepuszczamy wigzke
promieniowania przez kuwete napetniong badanym roztworem - zmierzone natg¢zenie
promieniowania przyrzad traktuje jak wartos¢ 1. Znajomo$¢ tych dwoch wielkosci
umozliwia spektrofotometrowi wyznaczenie wartosci ekstynkcji (w  Specolu 1300
mierzona warto$¢ nosi nazwe¢ absorbancji — jest ona tozsama z ekstynkcja) i transmisji
zgodnie z Prawem Bougera-Lamberta-Beera.

Zasada wyznaczania stezenia roztworu

Pomiar zaleznos$ci ekstynkcji (absorbancji) $wiatla w roztworze od stezenia
roztworu ma sens tylko dla tych dtugosci fali swiatta, dla ktérych §wiatto w roztworze jest
absorbowane. Jesli, na przyktad przeanalizujemy widmo absorpcyjne roztworu fluksyny
(patrz rycina 5), to stwierdzimy, ze przy dlugosci fali A1 = 540 nm ekstynkcja
(absorbancja) jest maksymalna, natomiast przy dtugosci fali A2 = 640 nm ekstynkcja
(absorbancja) jest praktycznie réwna zero. Gdyby$Smy pomiar zalezno$ci ekstynkcji
(absorbancji) swiatta od stezenia roztworu w roztworze fluksyny prowadzili przy dlugosci
fali A2 = 640 nm to takiej zaleznoS$ci nie znajdziemy poniewaz przy tej dtugosci fali $wiatto
w roztworze praktycznie nie jest absorbowane!

Przystepujac do spektrofotometrycznego oznaczania st¢zenia roztworu nalezy wigc
w pierwszej kolejnosci zbada¢ widmo absorpcyjne roztworu. Analiza tego widma pozwoli
nam okresli¢ dlugosci fali przy ktorych $wiatto w roztworze absorbowane nie jest
(oczywiscie przy tych dilugosciach fali nie begdziemy badali zalezno$ci ekstynkcji od
stezenia) 1 takie dtugosci fali przy ktorych swiatto w roztworze jest absorbowane. Wplyw
stezenia roztworu na absorpcj¢ $wiatla w roztworze bedzie najwickszy przy tej dlugosci
fali przy ktorej absorpcja jest maksymalna (ale mozliwa do zmierzenia, tzn. mniejsza niz
maksymalna warto$¢ zakresu pomiarowego) 1 przy takiej dlugosci fali nalezy
przeprowadzi¢ oznaczanie st¢zenia roztworu.

Aby wyznaczy¢ stezenie roztworu wykorzystujac pomiar ekstynkcji (absorbancji)
Swiatta w roztworze nalezy wykorzysta¢ fakt, ze parametr ten w sposob liniowy (wprost
proporcjonalny) zalezy od jego stezenia. Dla kazdego roztworu zalezno$¢ ta jest inna,
dlatego tez wyznaczamy jg eksperymentalnie. Za pomocg spektrofotometru wyznaczamy
wartosci ekstynkcji (absorbancji) roztwordéw, ktorych stezenia znamy.

Wykorzystujac te dane pomiarowe znajdujemy graficznie 1 rachunkowo zaleznos¢
pomiedzy ekstynkcja (absorbancja) $wiatla w roztworze a jego stezeniem. Tworzymy
wykresy zaleznosci ekstynkcji (absorbancji) swiatla w roztworze od st¢zenia roztworu.
Zalezno$¢ ta jest liniowa, czyli mozna j3 przedstawi¢ za pomocg rOwnania:

y=bx+a
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gdzie: x to stezenie roztworu, y to warto$¢ ekstynkcji (absorbancii).
Metoda najmniejszych kwadratow wyznaczamy wspotczynniki b i a prostej regresji
w rownaniuy = bXx +a

b NZXy=2x2y ,_2y—-bX
NYx2—(Xx)2 N

Znajdujemy w ten sposob doswiadczalng zalezno$¢ ekstynkcji (absorbancji) od
stezenia roztworu. Do wyznaczenia réwnania prostej i wspotczynnika korelacji R?
mozemy wykorzysta¢ program komputerowy, na przyklad ,Microsoft Excel”.
Przyktadowy wynik takiej procedury przedstawiono na rycinie 9.

przykladowa zalezno$¢ ekstynkcji §wiatla w roztworze od stezenia
roztworu

y=0,0347x + 0,0091

R%=0,9958 -
0,3 /

stezenie (%)

Ryec. 9. Przyktad regresji liniowe;.

Zaleznos¢ uwazamy za liniowg 1 mozemy wykorzystywac ja do oznaczania st¢zenia
wtedy gdy wspotczynnik korelacji R?> 0,95.

Jezeli teraz chcemy oznaczy¢ nieznane stezenie roztworu tej samej substancji
nalezy zmierzy¢ za pomocg spektrofotometru w tych samych warunkach (tj. przy tej same;j
dtugosci fali, w tej samej kuwecie, za pomocg tego samego spektrofotometru) wartos¢
ekstynkcji (absorbancji) swiatta w roztworze i zmierzong warto$¢ odnie$¢ do prostej na
wykresie lub znajac parametry b i a rownania y = bX + a wyznaczy¢ warto$¢ x znajac
zmierzong warto$¢ y. Oznaczenia mozemy dokonaé¢ jedynie dla roztwordéw, ktorych
warto$¢ stezenia zawiera si¢ w przedziale wartosci st¢zen roztwordw, ktore zostaly uzyte
przy konstruowaniu krzywej wzorcowej. Jezeli krzywa wzorcowa przygotowali§my np. dla
roztwordow o stezeniach od 0% do 10%, to za pomocg tej krzywej nie mozemy oznaczaé
stezenia roztworu np. 18%

Na przyktad jesli zalezno$¢ ekstynkcji (absorbancji) $wiatta w roztworze od
stgzenia roztworu jest taka jak na rycinie 8, tj. y = 0,0347-x + 0,0091 i zmierzona warto$¢
ekstynkcji (absorbancji) dla roztworu o nieznanym st¢zeniu wyniosta 0,17, to stezenie
roztworu wyznaczamy wstawiajagc do tego réwnania w miejsce ,y° wartos¢ 0,17
| wyznaczajac z rownania warto$¢ ,,x”. Otrzymamy 4,64% (prosz¢ sprawdzi¢ samodzielnie
rachunki).
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Wykonanie ¢wiczenia

a) Przygotowanie roztworow
» przygotowac roztwory siarczanu miedzi w wodzie o st¢zeniach 1%, 2%, 3%, 4%,
5%, 6%, 7%, 8%, 9% 1 10% po 10 ml graméw kazdego z roztworow.
» grupe ¢wiczeniowg dzielimy na dwie podgrupy. Kazda z podgrup przygotowuje
roztwor siarczanu miedzi w wodzie (10 ml) o sobie znanym st¢zeniu — Xo. Tutaj
wpisz warto$¢ Xo Swojej podgrupy,

1. Badanie widma absorbcyjnego siarczanu miedzi

Zbada¢ wartosci ekstynkcji (absorbancji) $wiatta w 10% roztworze siarczanu
miedzi zmieniajac dtugos¢ fali co 10 nm w zakresie widzialnym fal elektromagnetycznych.
Wyniki przedstawi¢ w postaci tabeli

A[nm]| 380 | 390 | 400 | 410 | 420 | 430 | 440 | 450 | 460 | 470 | 480 | 490

E

A[nm]| 500 | 510 | 520 | 530 | 540 | 550 | 560 | 570 | 580 | 590 | 600 | 610

E

A[nm]| 620 | 630 | 640 | 650 | 660 | 670 | 680 | 690 | 700 | 710 | 720 | 730

E

Na ponizszym diagramie nanie$ zalezno$¢ ekstynkcji (absorbancji) $wiatla w roztworze od
dtugosci fali.

3
2,8
2,6
24
2,2
2
1,8
1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6
04
0,2
0
380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720

dlugos¢ fali [nm]

Tutaj wpisz:
» Dlugos¢ fali przy ktorej ekstynkcja (absorbancja) jest maksymalna (ale mniejsza
niz zakres pomiarowy spektrofotometru — dla specola 1300 maksymalna warto$¢
mierzonej absorbancji = 3)

ANAX = et e et e e e e e [n m]
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Przy Amax dokonaj pomiaru ekstynkcji (absorbancji) dla dziesi¢ciu roztworow siarczanu
miedzi o stgzeniach od 1% do 10%. Wyniki przedstawi¢ w postaci tabeli. Zwro¢ uwage na
to by kazdy pomiar odbywat si¢ w tych samych warunkach, tj. w tej samej wytartej do
sucha kuwecie i przy tej samej dtugosci fali.

Nr st¢zenie roztworu E warto$¢ srednia E
c 1 2

(%]

1 1

2 2

3 3

4 4

5 5

6 6

7 7

8 8

9 9

10 10

(absorbancji) od stezenia roztworu.

3
2,8
2,6
2,4
2,2

2
1,8
1,6
1.4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Na wykresie ponizej nanie§ wartosci pomiarowe 1 wykresl zalezno$¢ ekstynkcji

1

5
stezenie [%]

6

10
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Dla otrzymanych wartos$ci ekstynkcji (absorbancji) §wiatla w zaleznos$ci od stezenia
roztworu znajdujemy, z wykorzystaniem programu komputerowego, zalezno$¢ liniowa
(rbwnanie prostej 1 wspotczynnik korelacji).

Tutaj wpisz:
»  otrzymane roOwnanie: ¥ = ........c.cccceeevueerreeenneenes

> warto$é¢ wspolczynnika korelacji R? = ......ooovvevivceeeiiivecnnnnns

Nastepnie dokonujemy pomiaru wartosci ekstynkcji (absorbancji) $wiatta
W roztworze przygotowanym przez druga podgrupg.

Tutaj wpisz:
» zmierzona warto$¢ ekstynkcji (absorbancji) E=...........cccccveiveiennene.

Korzystajac z otrzymanej zalezno$ci wartosci ekstynkeji (absorbancji) $wiatla od
stezenia roztworu obliczamy st¢zenie roztworu — X — przygotowanego przez druga

podgrupe.

Tutaj wpisz obliczenia:

Tutaj wpisz:
> obliczona warto$¢ StZenia — X = ...cccveveeveeieeriesieesee e e [%0]

Data Imi¢ i Nazwisko wykonujacego ¢wiczenie | Podpis prowadzacego ¢wiczenia
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CWICZENIE NR 1.5

POMIAR DEUGOSCI FALI SWIATLA ZA POMOCA SIATKI
DYFRAKCYJNEJ. WYZNACZANIE STALEJ SIATKI

Czes¢ teoretyczna

LASER

Stowo LASER to skrot, w ktorym wyjasniona jest zasada dziatania tego
urzadzenia: LASER - Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, czyli
wzmocnienie $wiatla przez wymuszong emisj¢ promieniowania. Stowo ,light” w tym
skrocie jest nieco mylace, gdyz oznacza $wiatlo, czyli fale elektromagnetyczne
0 dtugosciach fali od 380 do 720 nm, widzialne dla ludzkiego oka. Tymczasem
wspotczesne lasery emitujg rOwniez promieniowanie podczerwone (o dtugosciach fali od
760 nm do 2000 um), ultrafioletowe i rentgenowskie, ktérego nie jesteSmy w stanie
zobaczy¢

Wzmocnienie

Laser to generator promieniowania i jak kazdy generator przeksztalca on
dostarczang energie w energie fal elektromagnetycznych, gdzie wykorzystywany jest efekt
wzmocnienia promieniowania w osrodku czynnym oraz sprz¢zenia zwrotne w postaci
rezonatora — ryc. 1.

Zwierciadla rezonatora Wiazka
promieniowania

- - o Spojnego

- - ——
Osrodek czynny _— =
7: -t <—7
, S S -
- =

Uklad wzbudzenia - pompowania

Zwierciadlo wyjsciowe

Ryc. 1. Schemat ideowy lasera.

Emisja wymuszona

Widmo kazdej substancji sktada si¢ z szeregu mniej lub bardziej odseparowanych
linii widmowych. Linie te wskazuja na kwantowa (nieciggla) natur¢ materii. Kazda
Z substancji chemicznych moze pochlania¢ 1 emitowaé promieniowanie o $cisle
okreslonych czestotliwosciach - dlugosciach fali. Odpowiadaja one roéznicom energii
charakterystycznych dla stanow kwantowych danej substancji. W czasie absorpcji
czasteczka pochlania kwant energii oraz przechodzi z nizszego (stan E1 na Ryc. 2) na
wyzszy energetycznie poziom kwantowy (stan E2). W procesie emisji wzbudzona
czasteczka wysyla spontanicznie kwant energii promienistej oraz przechodzi z wyzszego
(stan E2) na nizszy poziom kwantowy - stan Ej.
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a) hv=W:-W:

S

hv

AVAVAN, ' W

b)
W2

hv

VA VAN,

W1

Ryc. 2. Proces absorpcji (a) i emisji spontanicznej (b).
Co stanie si¢, gdy na czasteczke wzbudzong do stanu E> padnie promieniowanie
rezonansowe 0 energii kwantu E = Ez - E1 ? Czasteczka wyemituje drugi "blizniaczy"

kwant promieniowania, a Sama opusci stan wzbudzony i przeniesie si¢ na stan E1. Proces
ten zostal nazwany emisjag wymuszona.

hv

Q
S

AVAVAY SVAVAY.
hyv=W2-W1 W1 /\/\/\f

hv

Ryc. 3. Proces emisji wymuszonej.

Promieniowanie

Laser jest generatorem spoOjnych fal elektromagnetycznych. Promieniowanie
generowane w wyniku emisji wymuszonej posiada specyficzne cechy wyrdzniajace
W poréwnaniu z promieniowaniem powstajacym w wyniku procesOw spontanicznych.
Ogolnie mozna je okresli¢ jako cechy "blizniacze" w stosunku do sygnalu wymuszajacego,
w tym z punktu widzenia zastosowan medycznych wazne s3:

e mala rozbiezno$¢ wigzki; promieniowanie lasera rozchodzi si¢ w jednym
wyznaczonym przez o$ rezonatora kierunku, a $rednica wigzki ros$nie bardzo
powoli z odlegloscia od okna rezonatora. Dzigki malej rozbiezno$¢ wigzki
umozliwione jest przesylanie jej na duze odleglosci, a takze silne skupianie za
pomoca uktadéw optycznych. Osiagniecie gestosci mocy 102 do 10° MW/cm?
umozliwia jonizacj¢ materiatow oraz ich odparowanie w wyniku oddziatywania
Z plazma.

e monochromatyczno$¢ - promieniowanie laserowe charakteryzuje si¢ bardzo
waskim zakresem widmowym (nawet 107 nm) w poréwnaniu do naturalnych
zrodet promieniowania: gwiazd, lamp, itp.
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e spojnos¢ - fale elektromagnetyczne, ktore sg generowane w laserze rozchodza si¢
zachowujac tg samg faze, co odroznia je od calkowicie niespOjnego
promieniowania spontanicznego.

Pompowanie, Inwersja obsadzen

Efekt wzmocnienia promieniowania, ktory jest konieczny dla dziatania laserow,
wystepuje w uktadach, w ktérych liczba czastek wzbudzonych w stanie E» bedzie wicksza
od liczby czastek w stanie Ei. Jest to stan ukladu czasteczkowego stanu
nierownowagowego 1 warunkuje istnienie w ukladzie tzw. inwersji obsadzen.
W warunkach normalnych, w stanie réwnowagi termodynamicznej, ilo$¢ czasteczek
W stanie energetycznie nizszym Ei jest znacznie wigksza od ilo$ci czasteczek w stanie
wzbudzonym Eo.

Proces wyprowadzania ukladu ze stanu rownowagi, nazywany popularnie
pompowaniem, polega najcz¢sciej na wzbudzaniu osrodka czynnego (np. w wytadowaniu
elektrycznym w przypadku laserow gazowych lub poprzez wzbudzanie optyczne
W laserach statych) oraz odpowiednim sterowaniu, doborze procesow relaksacji czyli
procesow powrotu do stanu réwnowagi. W trakcie relaksacji czasteczki przechodza po
kolei przez rézne wzbudzone stany kwantowe zdazajac do stanu 0 najnizszej energii -
stanu podstawowego. Jezeli w tym czasie natrafig na stan, ktérego czas zycia (czas trwania
w danym stanie) jest dlugi w stosunku do pozostalych, nastgpuje nagromadzenie si¢
czasteczek w tym stanie (znaczace obsadzenie tego stanu) i pojawia si¢ inwersja
obsadzen, gdy czasy przebywania na nizszych poziomach energetycznych beda znacznie
krotsze. Jezeli inwersja jest wystarczajaco duza by pokry¢ straty optyczne uktadu,
urzadzenie zaczyna wzmacnia¢ szumy wilasne i powstaje generator optyczny - laser.

Osrodek czynny

Oddziatywanie $wiatta z materia mozna okres$li¢ za pomoca trzech zjawisk tj.:
pochtaniania fotonéw (absorpcja), emisji spontanicznej oraz emisji wymuszonej fotonu.
Foton, ktory jest wyemitowany w wyniku emisji wymuszonej ma takg samg polaryzacje
z fotonem wywotujacym emisje. Foton wzbudzajacy musi posiada¢ odpowiednig energie,
ktora jest rowna energii wzbudzenia osrodka. Atomy w stanie podstawowym pochtaniajg
fotony wzbudzajace (takze te wyemitowane). Aby laser zadzialal, proces emisji
wymuszone] musi przewazy¢ nad pochtanianiem; wystepuje to, gdy w osrodku jest wigcej
atoméw w stanie wzbudzonym niz w stanie podstawowym. Uzyskanie takiego stanu,
w ktorym poziomy o wyzszej energii sg czesciej obsadzone niz poziomy o nizszej energii,
jest utrudnione poprzez zjawisko emisji spontanicznej, co powoduje, ze atomy, ktore
W stanie wzbudzonym pozostajg bardzo krotko, przechodzg szybko do stanu
podstawowego.

Uklad pompujacy

Jego zadaniem jest przeniesienie jak najwickszej liczby elektronéw w substancji
czynnej do stanu wzbudzonego. Uklad musi by¢ wydajny tak, aby doszto do inwersji
obsadzen. Pompowanie odbywa si¢ poprzez blysk lampy btyskowej (flesza), btysk innego
lasera, przeptyw pradu (wyladowanie) w gazie, reakcje chemiczng, zderzenia atoméw oraz
wstrzelenie wigzki elektronow do substancji.

Uklad optyczny

O ile osrodek czynny traktowany jest jako generator fali elektromagnetycznej, to
uktad optyczny pelni role sprzezenia zwrotnego (oddzialywanie skutku okreslonego
zjawiska na jego przyczyng) dla wybranych czestotliwosci, dzigki temu laser generuje
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swiatto tylko o jednej czestotliwosci (z niewielkimi odchyleniami). Uktad optyczny
sktadajacy si¢ zazwyczaj z dwoch dokladnie wykonanych i odpowiednio ustawionych
zwierciadel (z czego przynajmniej jedno jest czeSciowo przepuszczalne) tworzy rezonator
dla wybr