Optika ja spektroskoopia

Elektromagnetiline kiirgus
« olemus, parameetrid
 polarisatsioon
 Kiirguse vastasmoju ainega
e hajumine
* neeldumine
 fluorestsents (fosforestsents)
» Valgusallikad: hodglamp, valgusdiood, laser
« Spektrite mdodtmine
» Mikroskoopia:
ohuke laats, fookused, suurendus
|Aaatsede slisteem
mikroskoop, I6pmatuskorrigeeritud skeem ja selle suurendus
fluorestsentsspektroskoopia, mikrospektroskoopia
optiline Idoksustamine (optilised napitsad)



Elektromagnetilised lained

* Nahtav valgus: lainepikkus

A =380..700 nm . _—
«  Kui kiirus on ¢ (= 3-108 m/s), siis g
vOonkesagedus: c
V= —
A

‘laine  elektrivalja- ja magnetvalja-
komponent on omavahel risti ja kannavad
Uksteist edasi nende mdlemaga ristuvas
suunas.

Kuna sagedus hertsides on suur (10*°), siis kasutatakse sagel
nn. lainearve ehk lainepikkusi (tavaliselt) 1 cm kohta (Uhik cm™).

7
1 10 380 nm = 26316 cm!

1 (e —1) —
YT v{em™) A(nm) 700 nm = 14285 cm'*




Polarisatsioon /

electromagnetic wawe dil

* Nimetame polarisatsiooni suunaks elektrivektori
vonkumise suunda, vaadates kiirguse leviku
suunas.

« Uldjuhul on valgusallika eri kiirguritest parinev
valgus juhuslikult (eri suundades) polariseeritud.

* erandiks on laser

« Kui lainepaketi koik lained vonguvad thes suunas,
on tegu lineaarselt polariseeritud valgusega.

« sellist olukorda on voimalik tekitada polarisaatori
abil; osaliselt polariseerub valgus ka
peegeldumisel ja Raileigh' hajumisel.

* Veel on vOimalik tekitada olukorda,
kus elektrivektor joonistab laine
levides heeliksi (vasaku- vOi
paremakéaelise). Sellist valgust

nimetatakse ringpolariseerituks. (Voi
elliptiliselt polariseerituks, kui ristuvad
komponendid pole vordsed ja vektor
joonistab piki levikutelge vaadates
ellipseid.)
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Nahtav valgus

- Increasing energy
Increasing wavelength >~
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Kiirguse vastasmoju ainega
(Uldine vaade)

suund ja sagedus
muutuvad

Labitulev kiir@ suund ei muutu
sagedus ei muutu

Pealelangev kiirgus>

suund muutub
sagedus ei muutu

NB! Kull aga on hajumise ja neeldumise efektiivsused uldjuhul sagedusest
(lainepikkusest) s6ltuvad, nii et laias spektris muutused siiski toimuvad.



Hajumine Kiirguse levikusuund muutub

Sagedus (tavaliselt) mitte

+ Raileigh' hajumine

+ hajutavate osakeste suurus << A (nt.
molekulid)

+ polariseeruvad osakesed vonguvad
el.magn valjaga kaasa ja toimivad ise
Kiirguritena

- efekt tugevam vaiksema lainepikkuse
korral (~A*)

+ pOhjustab sinist taevast ja
kollast/punast paikest

+ Mie hajumine
+ hajutavate osakeste suurus = A (nt. udu, piim)
+ vOIb laias laastus ette kujutada nendel osakestel murdumise ja peegeldumisena
+ sOltuvus lainepikkusest nork (valge udu)

+ Peegeldumine ja murdumine on ka vaadeldavad hajumise
erijuhtudena:
+ Peegeldumine: pinna lahedal indutseeritud osakeste vonkumine
tekitab kiirguse, mis liitub peegeldunud kiirguseks
« Murdumine: osakeste indutseeritud vonkumine liitub ainesse leviva
Kiirgusega ja tekitab summaarse (aeglasemalt leviva) kiirguse



Valguse duaalne iseloom

 Valgust voib kirjeldada nii

LIGHT 15 A

WAUE

h =6.62607004-10°* m=-kg / s

elektromagnetilise laine kui osakese | canbeexplainedin | Canbe explainedn
—_ footor"na terms of waves. terms of particles.
. . . eflection
» Teatud nahtusi saab kirjeldada eflect VWV |e> vV
mdlemal viisil, teisi aga ainult kas Refraction | VNV v/ o~ Vv
laine- vOi osakese lahenduses. mterference NN\ o— X
. Muuhulg_as c_)sutub ka valgu_se__ oitracton 1N o o—- R
neeldumise ja fluorestsentsinahtuste
korral méttekamaks kvantiseeritud e. polarization | "\V/V/\ v/ o~
osake_ste keel, kuna ka ai_ne | Photoelectric effect | MV () o+~ v
energiatasemed on kvantiseeritud.
Footon:
o hc
: Energia: - W=
Seisumass m =0 ergia A
I = 2.108
Kiirus ¢ = 3:10° m/s W h
_ Impulss: P=—= \
Plancki konstant: ¢

(aga lainearvudes?)




Neeldumine

Miks kiirgus neeldub?

« Peamiseks pOhjuseks on valguskvantide resonants aine energiatasemetega, mistottu
kiirguse energia muutub vastavate olekute energiaks.

» Asukoht energia- / lainepikkuse skaalal on méaaratud alg- ja I0pptasemete energiate
vahega, s.t. energia on vordeline (lainepikkus pdordvordeline) noolte pikkusega skeemil.

« Taupiliselt vastavad eri elektrontasemete vahelised tleminekud UV v6i ndhtavale
valgusele, vonketasemete vahelised tleminekud jadvad infrapunasesse piirkonda.
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Neeldumise kirjeldamine

neeldumise N
p v [Tstldige
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Solar Radiation Spectrum
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Vee neeldumine

* Siin pole tegu elektrontleminekutega (need jaavad
UV piirkonda), vaid H,O molekuli vinkumiste poolt

pdhjustatud neeldumisega

e Kuigi Uksikud vonkumised jaavad kaugesse IR-i,
pohjustavad moningast neeldumist ka nende
taisarvkombinatsioonid (aga iga lisanduva
vonkumisega jarjest ndorgemat)

* Naiteks: A+3xC = 14925 cm-1, mis vastab 670 nm-le \
A Symmetric Stretch
~n ~ - s " 11 - : ” =
Looduses vdivad pbhjustada tdiendavat “sinisust”: 3637 em
* (nt taeva) peegeldumine » \
 Raileigh' tltpi hajumine i
* lisandid v0i nende puudumine
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Comparison of absorption of H20 and D20
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Varvilised molekulid

Paljude orgaaniliste molekulide
neeldumine nahtavas piirkonnas on
seotud nn. konjugeeritud
susinikahelatega
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Conjugated double bonds

benseen
(naide H
delokalisee- -
rumisest)
L 6 p-orbitals delocalized
Orbitaalide

elektronpilved
segunevad ja
elektronid saavad
liikuda kogu ahela
piires
(delokaliseeruvad).

Ergastatud seisundi
energia vaheneb,
mistOttu neeldumine |
liigub pikemalainelises
suunas, nahtavasse
piirkonda.

Qphytyl

kloroflll a



The photosynthetic pigments absorb much of the spectrum

chlorophyli b

chlorophyll a’

Absorption

lycopene

B |
400 500 600 700
Wavelength (nm)

Uldtendents: mida pikem konjugeeritud ahel,
seda punasem neeldumisriba serv




Miks CuSO, siis ikkagi sinine on?

 Cu?* valentselektronid asetsevad 3d orbitaalidel. Sellel

voib olla 5 erinevat ruumilist kuju: sormaey
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* Nende energiad vabas ioonis on vordsed (kddunud energiatase), aga kristallis
lahenevad neile telgede suunal sulfaatioonid ja vee molekulid, mistdttu 3

orbitaali energia vaheneb ja 2-| kasvab.

« Ldhenenud taseme komponentide vahe (A) vastab neeldumisele punases
piirkonnas, mistottu lahus (vOi kristallveega tahkis) naib sinine.

« Analoogsel pohjusel on varvilised veel paljud siirdemetallide (transition metals,
1..10 d elektroni) thendid.



Energy

Fluorestsents ja fosforestsents

« Kui aine on ergastatud, naiteks valguskvandi neelamise teel, kbrgemasse
elektronseisundisse, siis teatud tbendosusega vOib ta naasta pohiseisundisse,
Kiirates valguskvandi. Seda tdenaosust nimetatakse vastava tlemineku
kvantsaagiseks.

« aga voib ka naasta mittekiirguslikult (“sisekonversioon”, vt. joonis); voib ka
toimuda energia Glekandumine nt. tripletseisundisse (“intersystem crossing”)

 Uleminekud S - T on tavalahenduses “keelatud”, kuna see eeldab elektroni
spinni péoramist. Praktikas tahendab see, et nad toimuvad teistest protsessidest
tunduvalt aeglasemalt. Vastavat kiirgust (T, - S) nimetatakse fosforestsentsiks.

Fluorestsents on uldjuhul punasem kui

R : ! o oreen | Vastav neeldumine, kuna enne kiirgamist
M- 2 SOrplan seconds . . . .
ST | Voradonal Reation an loseconts tOIMUb Kilrelt siire S, madalaimale tasemele
® Phosphorescence / Zlorseconds — (yOnkerelaksatsioon ja/vOi sisekonversioon):
Sl ; : E 1;“5 % SI T j‘ 15 T IChI\orO\th" A! in\me\tha\nOI! T 5107
ylvly l¥ly -0 . 0 T ":' Fluorescence w
’d \ 0 z
: 5 5
i - 3 E Absorption [ T %
So 1; So X T 5 B
0 Yy ¥ v ¥ S v 3

Intensity

Absorption Fluorescence Phosphorescence Wavelength (nm)



Valgusallikad: soojuslik kiirgus

« Iga OK-st kdrgema temperatuuriga keha eraldab
elektromagnetkiirgust laetud osakeste soojusliikumise
tottu (vOnkumised, porked)

« Umbes 500°C juures jouab see nahtava piirkonnani

» Spektrit vOib arvutada nn. musta keha kiirguse ehk
Plancki valemi abil

6000 K (sun)

2hc? 1
B\(A\,T) =
A ) A2 e)\I?];T 1

Brightness

3000 K (incandescent bulb)

Nahtav valgus

Paike vs. hodglamp

0.5 1 LB 2 2B 3

Wavelength in microns



Valgusdiood -

 n-tldpi pooljuhis kannavad el

epoxy lens |
L ==

laengut elektronid, p-tldpi juhis \[
augud (elektronvakantsid), mis
on efektiivselt positiivsed
laengukandjad.

 Parivoolu korral kohtuvad
elektronid ja augud dioodi p-n
siirdes ja rekombineeruvad,
sealjuures tekib elektronergastus,
mis muidugi naaseb kohe (<1 ns

p-type GaN

Negative 5 Activeregion |
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Photon

Hole
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e Y ! r o 1
X o

Cathode lead

jooksul) p&hitasemele. o 4 SEmpmmmmEE
» Kisimus on, kuidas tagada, et ta e B — — Phosphorescence
naaseks kiirguslikult, s.o. footoni Sorf
eraldumisega. Seda saab teha 506
materjali valikuga. 8 oal
« Piltlikult 6eldes peab € o3
energiatasemete (kristalli puhul £025 |
tapsemalt -tsoonide) vaheline - N .
Uleminek Saama tOimUda 390 ﬁnavelengthsislgannmteﬁr:r =

kristallvoret voimalikult vahe
hairides. Valge LED



Laser

Pump ——p =
22 l G Laser transition
E1 _—_——————— === e ==
o Aktiivkeskkonnas tekitatakse nn.
Mirror Permeable mirror poordhf)lve ehk mlngl kf)rgema
taseme (E,) pOhitasemest suurem
Active medium asu St atu S

T « Keskkond asetatakse
Energy pump resonaatorisse (2 peegli vahele,
Optical resonator uks neist veidi labilaskev), tekkiv

seisulaine tagab monokromaatsuse

* Resonaatoris edasi-tagasi liikuvate

footonite poolt stimuleeritud
Monokromaatne e. Uhevarviline (Uks kitsas spektrijoon) kiirguse majul tekib footonite

Praktiliselt paralleelne kiirtekimp laviinefekt
Koherentne (lained sailitavad pusiva faasivahe)
Lin. polariseeritud



Spektrite modtmine

Spektromeeter e. monokromaator:

A — uuritav kiirgus

B — sisendpilu

C — kollimeeriv peegel

D — difraktsioonivdre

E — fokuseeriv peegel

F — valjundpilu (v6i kaamera)

Kiirgusspektri méotmiseks voib:

« asetada valjundisse G valgustundlik element (nt.
fotodiood), muuta lainepikkust vore D keeramisega ja
registreerida valgusintensiivsuse soltuvus lainepikkusest;

« vOi asendada valjundpilu F kaamera sensoriga ja saada
kogu spekter korraga katte (nagu praktikumis);

» |laiema spektri korral vOib kasutada molemat tehnikat, s.t.
registreerida kaameraga, aga keerata ka voret.



Mikroskoopia ja kujutamine

Taiendav voimalus valguse abil info saamiseks.

Geomeetriline (kiirte) optika

* Laineoptika lihtsustus, kus valguse levikut kirjeldatakse energia
levikusuunalise suunatud joone e. kiirena.

* Isotroopses keskkonnas on kiired risti lainepindadega, s.o. sfaarilised lained
— radiaalne kiirtekimp; tasalained — paralleelne kiirtekimp

* Fermat’ printsiip — valgus levib kahe punkti vahel m6oda luhima ajaga
|abitavat teed — peegeldumis- ja murdumisseadus

* Geom. optika eeldab, et lainepikkus on tuhiselt vaike, mis ei voimalda nt.
interferentsi- ja difraktsiooninahtuste kirjeldamist



Peegeldumis- ja murdumisseadus

. Snell’s Law:
reflected ray N HE . ‘ )
nysinfy = n9 sin o
i=r

th

normal

angle of !'angle of
incidence: reflection

incident
ray

mirror

* Peegeldusnurk = langemisnurk

* Langev kir, peegeldunud kiir ja Murdumisnaitaja (r) — keskkonda
pinnanormaal . iseloomustav suurus, mis naitab, kui
peegelduspunktis on samas . .

. palju valguse kiirus keskkonnas on
tasandis N )
vaiksem valguse kiirusest vaakumis:

Kuna sagedus ei muutu, siis
samapalju kordi vaheneb ka lainepikkus.




Ohuke laats

2 murdvat pinda, paksus vaike
(vOrreldes
fookuskaugusega, d<<f)

- f . I -
AR \ L LL#
M1/
oo ||| Tl Focal point ..~ ‘ | |' i
. |! --_____.--""'--.-n;"l.lr:n' ,'-'I.l.:f-l;.--- | |
el T\ Ry
R # M LS
2™ - . RI rs
Positive (conversing) lens
Negative (diverging) lens
—=——==0n-1)|5—= Nyzats
f f Ri R, n=
umbritsev
Laatsevalmistaja valem (Lensmaker’s formula) Double  Plano-  Converging Double Plano-
COonvex canvex meniscus cancave concave

Kui keskkond molemal pool laatse on
sama, siis ka fookuskaugus mélemal
pool erineb ainult margi poolest,
olenemata laatse kujust.

Paraksiaalne lahend — kiired opt.telje
suhtes vaikese nurga all

Converging lenses

Diverging lenses

Diverging
meniscus



Kujutised |ja suurendused

| e 11
- _ S— Si 0 Sy f
] Faﬂ_mx \ Joonsuurendus: M = L1 >
o e M 4 O eatnce Lol
‘“—---H____JT_%T,' \l‘L Vahel defineeritakse joonsuurendus ka

vastandmargiliselt, vastavalt margikokkuleppele
pooratud kujutise osas.

Kas oskaksite tdestada? Arvestage, et:

» fookust labiv kiir jatkab parast

|aatse labimist teljega paralleelselt
o laatse keskpunkti labiv kiir ei murdu
« kiired on p6dratavad

Toelist kujutist saab projekteerida ekraanile,
naivkujutist mitte.

Aga naivkujutist voib edasi kujutada, sh
tdelisena (nt. silma vorkkestale luubi ja okulaari

korral).
& e - 5 -
- .-" - .-" -
— — | S - I|I IlI
- e T |

NOguslaatse puhul f< 0 *—5:—"-' |



Laatsede liitsusteemid

H H’
) Sy P [ | S, * Keerulise laatsede
- / - — ) .
susteemi saab taandada
e sisuliselt 6hukeseks
. | . . .
Obi e | | '| laatseks, kui teada on
j("('f R“-m,__ — "'-h-__!___ h”ﬂg{i’ e . )
e in = optilised peatasandid (H):
3 | e nendest tuleb arvestada
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: : i : Objective Image Planes
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Thick lens with
principal planes
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Naide: paks laats

Opt. peatasandid
vOivad vahel asuda
ootamatutes kohtades




FINITE OPTICAL SYSTEM
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Mikroskoop

Esialgsetes mikroskoopides asetses objekt
objektiivi fookusest veidi eespool, okulaariga
vaadati tekkivat kujutist samuti nagu luubiga.

Tanapaeval on levinud nn.
|6dpmatuskorrigeeritud skeem, kus objekt
asetseb objektiivi fokaaltasandis ja iga punkt
tekitab paralleelse kiirtekimbu objektiivi
valjundis.

Suurendatud kujutis (nt. kaamera sensoril voi
edasiseks vaatamiseks okulaariga) tekitatakse
taiendava nn tuubuslaatse abil.

See vdimaldab paralleelse osa pikkust muuta ja
paigaldada sinna lisaelemente.

Sel juhul suurendus vahekujutistasandil:

_ fruubus

fobjektiiv

Tavaliselt 1..100x



FINITE OPTICAL 5YSTEM

Mikroskoop

[#— Tube length ——
i n
9 |(|'|I |(|
1
I ‘ IMAGE
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T
E
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Objective = :{ Eyepiece
INFINITY OPTICAL SYSTEM
PARALLEL
OPTICAL TUBE LENS
PATH FOCAL LEMGTH
< ‘ IMAGE
gy |
i| W/
4 U/
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Objective  Tube Lens EE Evepiece

Zeiss 160
Olympus 180
Leica, Nikon 200

Objective Working and Parfocal Distance

Objective
Mounting Position

Parfocal

Specifications Distance

Magnification—3
Color Code

Working
Cn\rerslip\ Distance Y

Slide — . e

_ ftuubus

fobjektiiv Objektiivi
fookuskaugus #
tookaugus!

M

Tavaliselt 1..100x



Mikroskoobl aseskeem

Joonsuurendus:

L/ L ftuubus

(Iopmatuskorrigeeritud) M= — =
/ K f obj
def
Kas néete, miks?
£ oby paralleelkiirte f tuubus
— piirkond - >
Wup,,e,.
US/aatSe kes
K Unky . f okul )
L O i
~ /
aralleelsed
o O/ekalke ~ P / LI
objekti- Y ki okulaar
kujuti
tasand H H t;g:rl]sae
objektiiv tuubuslaats Siia vib

Seda piirkonda vGib (mdistlikkuse

piires) vabalt pikendada / lihendada,
nt. objektiivi fokuseerimiseks, filtrite

vm. komponentide lisamiseks

kaamera panna



Fluorestsentsmikroskoopia

filter, mis laseb labi
ergastusest
punasema kiirguse,

s.0. fluorestrentsi
ocular /emission filter

detector

——

dichroic mirror
e

objective

[ ]
specimen

excitation filter

Kiirguse

Fluorescence Filter Cube (Block) and Associated Spectra

Emission to Detector Rack 100
Retainer Mounting
Flange = gnl
Emission #

(Barrier)
Filter

Transmission (
B @
[=]

¥
[=]
T

Filter
Block
INMuminator Filter St

Excitation
Retainer Filter ID Code

=
=

light source

filter, mis laseb labi
ainult ergastava

Vaadeldakse objektil tekkivat sekundaarset kiirgust e.
fluorestsentsi. Esialgne, ergastav kiirgus osaliselt
neelatakse objekti poolt ja kiiratakse pikemalainelist
(punasemat) kiirgust. Filtritega tagatakse, et
registreerimisseadmesse (silma, kaamerasse) satuks ainult
fluorestsents. Kui objekt ise naturaalselt ei kiirga, voib
lisada varvaineid, mis haakuvad spetsiifiliselt teatud
objektide vOi nende osadega.

Dikroiline peegel — labilaske- ja peegeldustegurid séltuvad
lainepikkusest. Antud juhul peegeldab pohiliselt ergastavat
valgust ja laseb labi fluorestsentsi.
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Mikrospektroskoopia

Lisaks kujutisele voib uurida ka fluorestsentsi kiirgusspektreid, tehes seda ruumselektiivselt
s.0. Uksikosakeste (rakud, membraanid, isegi suuremad biomolekulid) kaupa.

Bakteriaalsete fotosunteetiliste membraanide
fluorestsentskujutis, ergastus A = 594 nm

On vdéimalik lasta
uksikute membraanide
Kiirgust labi
spektromeetri

Ll v Ll v Ll v Ll v Ll v Ll v
750 800 850 900 950 1000
- Wavelength
150 .

600 T00 800 ] L1000 1100

WWavel enisth ran




Optiline I6ksustamine

* Valgust vdib vaadelda footonite voona,

millest igauhel on valguskiire suunaline
impulss h/A.

* Kui see impulss muudab keskkonda
labides suunda, antakse teatav impulss
ule ka keskkonnale.

* Kui labi objektiivi fokuseerida
intensiivset laserivalgust, tekib fookuse
umbruses olukord, kus uldisest
keskkonnast erineva murdumisnaitajaga
osakestele valguse labimise t6ttu mojuv
joud suunab neid alati fookuse suunas.
See Idksustab osakese fookuse
lahedusse. Nii tekib voimalus valgusega
osakesi kinni hoida ja umber paigutada.

Osake ei tohiks |0ksustavat valgust eriti neelata, kuna see voiks p(”)hjustada tema
tdenéoliselt ligset kuumenemist (valgusintensiivsus on suur) ja vahendaks ka vajalikku
murduva valguse osa.

Kaks jargnevat slaidi Uritavad selgitada, kuidas tekivad |[6ksustamise rist- ja pikisuunaline
komponent. Uurige huvi korral, eksamil seda ei kisita.



Ristsuunaline joud optilisel Ioksustamisel:

Kuna kiir 1 parineb suurema intensiivsusega osast kui kiir 2, siis keskkonnale tle
antud impulss —Ap; on suurem ja ltikkab kera kiire keskosa suunas. Sinna joudes
kiired 1 ja 2 vordsustuvad.



Pikisuunaline joud

C.

Kui kera on fookusest allpool, siis lukkab keskkonnale tleantav joud teda tlespoole, kui
tlalpool, siis allapoole. Stabiilne olukord saabub, kui kera on fookuses (tegelikult veidi
allpool, kuna oma impulsi annavad ka pinnalt peegelduvad footonid).



	Slide 1
	Elektromagnetilised lained
	Slide 3
	Lainete spekter
	Nähtav valgus
	Kiirguse vastasmõju ainega
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Läbilaskvus- ja neeldumisspekter
	Slide 11
	Vee neeldumine
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Valgusallikad
	Slide 18
	Laser
	Slide 20
	Geomeetriline (kiirte) optika
	Slide 22
	Õhuke lääts
	Kujutised ja suurendused
	Läätsede liitsüsteemid
	Mikroskoop
	Slide 27
	Slide 28
	Fluorestsentsmikroskoopia
	Mikrospektroskoopia
	Optiline lõksustamine
	Slide 32
	Slide 33

