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Wiara w Swiat zewnetrziy, niezalezny od po-
strzegajqcego podmiotu lezy u podstaw wszystkich
nauk przyrodniczych. Poniewaz jednak postrzezenia
zmnystowe tylko posrednio dajq wiedze o tym sSwiecie
zewnetrznym wzglednie o, rzeczywistosci fizycznej”,
mozemy jq zdobyé tylko na drodze spekulatywnej.
Wynika stqd, iz nasze wjecia rzeczywistosci fizycznej
nigdy nie mogq byé ostateczne. Zawsze musimy byé
gotowi do zmian tych ujeé, 1zn. aksjomatycznego
SJundamentu fizyki, aby byé w zgodnosci z faktami po-
strzezen w sposéb mozliwie najdoskonalszy pod
wzgledem logicznym.

James Clerk Maxwell: A Commemoration Volume,
Cambridge University Press, Cambridge 1931

PRZEDMOWA

W swoim procesie poznawczym metrologia postuguje si¢ analiza i synteza w dzie-
dzinie abstrakcji na obrazach rzeczywistosci wyrazonych przez modele fizyczny
i matematyczny. To wlaénie na tych modelach zauwazamy przyklady analogii ,,formal-
nych” miedzy réznymi od strony zjawiskowej zagadnieniami a podobnymi od strony
pojeciowej. Taki sposéb myslenia lezy u podstaw dziatalnosci metrologii, w ktérej
zagadnienia modelowania fizycznego rzeczywistych zjawisk daja si¢ opisa¢ za pomo-
ca materii, energii (entropii), czasu i informacji (negentropii). Gtéwnym celem me-
trologii jest przeksztalcenie modeli fizycznych zbudowanych z poj¢é materii, energii,
czasu, w modele metrologiczne i doswiadczalna weryfikacja ich poprawnosci, w kté-
rych to modele fizyczne uzupelniane sa pojeciami informacji, tak aby dostarczaty
wiadomosci jakosciowych (obserwacja) i ilosciowych (pomiar). Podstawowy schemat
dziatania metrologii odpowiada schematowi procesu poznawczego, stanowigcego
polgczenia badanego obiektu, bedacego celem poznania z jego modelem fizycznym
i modelami matematycznymi i metrologicznymi, mi¢dzy ktérymi wystepuja sprzgze-
nia zwrotne stanowigce odzwierciedlenie proceséw weryfikacyjnych poszczegdlnych
modeli.

Droga powstania modelu fizycznego i matematycznego badanego zjawiska moze
mie¢ charakter:



e dedukcyjny, umozliwiajacy poznanie logicznych zwigzkéw przyczynowo-skut-

kowych wlasciwosci danego obiektu;

e indukcyjny, gdzie eksperyment moze by¢ podstawg uogdlnionej hipotezy o cechach

analogicznych do wnioskowania dedukcyjnego wyrdzniajacego dane zjawisko.

Weryfikacja modeli ma w fizyce zawsze charakter doswiadczalny, z tym jednak ze
sprawdzenie doswiadczalne w okreslonym przypadku nie jest jeszcze dowodem praw-
dziwosci, a ujemny wynik weryfikacji doswiadczalnej, nawet w pojedynczym przy-
padku, falsyfikuje hipotezg.

Metrologia jak kazda samodzielna dyscyplina nauki ma swoje problemy podstawowe,
tj. takie zagadnienia, bez ktdrych rozwiazywania nie mogtaby by¢ nauka i rozwija¢ si¢. Do
problemdw tych nalezy przede wszystkim tworzenie schematéw zastgpezych rzeczywisto-
$ci, jej modeli formalnych, odtwarzajacych rzeczywistos¢ ze znanym i wystarczajgcym
przyblizeniem. Modele te powinna charakteryzowaé jasno$¢ i przystepnosé umozliwiajaca
doswiadczalne sprawdzenie zaréwno poprawnos$ci odtworzenia przez nie rzeczywistosci,
jak i pomiarowe ustalenia konkretnych wartosci tych elementdw.

Metrologia to rezultat przeksztalcen taczacych w sobie zaréwno watki naukowe
wielu istniejacych dyscyplin teoretycznych, jak i nauk inzynierskich.

Dowodem odregbnoscei dziedziny, jaka jest metrologia, sa:

e instytucje programowo nastawione na uprawianie tej dyscypliny,

® nowo powstajace czasopisma, wydawnictwa, towarzystwa naukowe zwigzane

Z pomiarami,

e zawigzana wspdlnota ludzi nauki uprawiajacych t¢ dyscypling,

e okreslona problematyka zbudowana na bazie teorii poznania z wynikajacymi dla

niej metodami i technikami badawczymi,

e fascynacja dziedzing i naptyw tak nowych adeptéw, jak i specjalistéw z innych

dziedzin.

Warunki okreslajace status metrologii jako dziedziny nauki nie moga by¢ spetnio-
ne od razu, nie stanowig wiec one obecnie zamknigtego zbioru. Warunki te ksztaltuja
si¢ w czasie trwania rozwoju dyscypliny, ulegaja one modyfikacji badz to na skutek
nowo powstatych teorii, badz tez przeniesienia i wykorzystania schematéw myslo-
wych z innych dziedzin.

Interdyscyplinarny charakter metrologit wymaga czynnika integrujacego zagad-
nienia wywodzace si¢ z odrebnych dziedzin. Czynnikiem tym jest jezyk opisu podaja-
cy zwiazki jednoznacznie definiowane za pomoca prostych formut.

To kolejny tom publikowanych corocznie osiggni¢¢ naukowych metrologéw pod
auspicjami Komitetu Metrologii 1 Aparatury Naukowej Polskiej Akademii Nauk,
a tym samym droga wypracowywania paradygmatu metrologii, bedaca tym spoiwem
wszystkich nauk empirycznych, ktéra swoimi pracami pragnie wniesé swdj intelektu-
alny wkiad w odkrywanie jednosci nauk przyrodniczych.

Dziedzina wiedzy zawarta w niniejszym opracowaniu odpowiada w pojeciu zjawi-
skowym oddziatywaniu materii z promieniowaniem, pozornie wydawaé by si¢ mogto



stosunkowo waska dziedzing nauki. Mimo to opracowanie, ktére otrzymuje czytelnik
nie jest w stanie w pelni odzwierciedli¢ bogactwa przedstawionej dyscypliny nauko-
wej, ani ukazaé¢ dynamike jej rozwoju. By¢ moze czytelnik po zapoznaniu si¢ z przy-
toczonymi tu faktami siggnie do zacytowanej literatury ujmujacej przedstawione za-
gadnienia w sposéb bardziej szczegbtowy.

Jak w wielu zjawiskach optycznych, tak i tu pierwotny obraz tresci niniejszego
tomu nie byt ostro zarysowany. Klarownosé uzyskal dopiero z chwilg zauwazenia, ze
zjawiska wzajemnego oddzialywania promieniowania z materia moga ujawni¢ bo-
gactwo zjawisk otaczajacej nas rzeczywistosci.

Janusz Mroczka






rozproszenie swiatta,
widkno szklane, pomiar srednicy

Grzegorz SWIRNIAK*
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DYFRAKTOMETRIA WYSOKIEJ ROZDZIELCZOSCI
I INTERFEROMETRIA W OBSZARZE TECZY
W POMIARZE SREDNICY WEOKNA SZKLANEGO

W pracy przedstawiono dwie techniki pomiarowe — dyfraktometri¢ wysokiej rozdzielczosci oraz
interferometri¢ w obszarze tgezy, umozliwiajace nieinwazyjny pomiar Srednicy homogenicznego
widkna szklanego. Obic techniki wykorzystuja quasi-monochromatyczne, niekoherentne, rozproszo-
ne promieniowanic optyczne jako narzgdzie poznawcze. Pokazano, ze zastosowanie tego rodzaju
promieniowania do wytworzenia pola zjawisk fizycznych, bgdacego efektem rozproszenia na bada-
nym widknie, prowadzi do eliminacji czgsci obserwowanych zjawisk, a w konsekwencji do uprosz-
czenia tego pola zaréwno w interpretacji fizycznej, jak i modelowaniu matematycznym. Przedysku-
towano réwnicz wplyw warunkéw cksperymentu na wynik pomiaru i jego nicpewnos¢.

1. WPROWADZENIE

1.1. ROZPROSZENIE SWIATEA JAKO NIEINWAZYJNE NARZEDZIE POZNANIA
W POMIARZE SREDNICY WEOKNA SZKLANEGO

W ostatnich latach obserwuje si¢ szczegdlnie inetnsywny rozwdj przemystu wié-
kien szklanych. Homogeniczne nitki szklane o srednicy < 25 pm sg podstawowym
budulcem materiatéw kompozytowych [22]. Szkto jest surowcem, z ktérego wytwarza
si¢ swiattowody wtdkniste, powszechnie wykorzystywane w telekomunikacji i me-
trologii.

Koncowy etap produkeji widkna polega najczgsciej na wyciaganiu nitki z roztopio-
nej w tyglu masy szkta lub z lokalnie podgrzewanej do wysokiej temperatury szklanej
preformy [19, 22]. Na tym etapie zachodzi potrzeba monitorowania parametrow wycig-
ganego widkna. Podstawowym parametrem jest Srednica, ale nierzadko zachodzi po-
trzeba monitorowania obecnosci zaburzen strukturalnych (pecherze powietrza, zanie-

* Katedra Metrologii Elcktronicznej i Fotonicznej, Politechnika Wroclawska.
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czyszczenia), wibracji, sity wyciagania itp. Istnieje takze wiele pomiaréw wykonywa-
nych na etapie badz laboratoryjnym (kontrola jakosci), badz eksploatacyjnym. Pomiary
eksploatacyjne maja szczegdlnie znaczenie w uzytkowaniu $wiattowodéw [66].

Pomiar srednicy dokonywany na etapie produkcji umozliwia kontrolowanie para-
metréw procesu technologicznego na zasadzie petli sprzg¢zenia zwrotnego. Jest to zto-
zone zagadnienie metrologiczne, poniewaz potencjalna technika pomiarowa powinna
spetniaé nastgpujace wymagania:

* nieinwazyjnosé, czyli pomiar bez ingerencji mechanicznych elementéw,

e niewrazliwo$¢ na zakltécenia (gtéwnie wibracje widkna) i czynniki, ktére trudno
jest ustali¢ (izotropowe i anizotropowe zmiany wspétczynnika zatamania szkta) lub
nie sa znane (geometria i profil temperaturowy wiékna),

e dziatanie w czasie rzeczywistym,

e doktadno$¢ pomiaru spetniajaca wymagania obowiazujacych norm dla danego
typu widkna.

W $wietle podanych kryteriéw szczegdlnego znaczenia nabieraja techniki pomia-
rowe wykorzystujace promieniowanie optyczne jako narz¢dzie poznawcze. Sg to me-
tody z istoty nieinwazyjne, o potencjalnie duzej czutosci i selektywnosci, dajace moz-
liwos$¢ pomiaru in situ w czasie rzeczywistym [53].

Powszechnymi metodami nieinwazyjnego pomiaru Srednicy w przemysle sg: dy-
fraktometria laserowa w pomiarze $rednicy widkien kompozytowych [40, 60] oraz
technika laserowej wiazki skanujacej LBS (ang. Laser Beam Scanning) [10, 28, 29,
47], przydatna w pomiarze Srednicy $wiattowodéw. Obie metody wykorzystuja pro-
mieniowanie laserowe jako narzg¢dzie poznawcze.

Popularnos¢ techniki dyfraktometrycznej wynika z jej niezaprzeczalnych zalet:
stosunkowo nieskomplikowanego uktadu pomiarowego i prostoty modelu matema-
tycznego zjawiska rozpraszania $wiatla, opartego na zasadzie Huygensa-Fresnela.
Rozwdj metod obliczeniowych prowadzacy do weryfikacji istniejagcych modeli roz-
proszenia dowidd? jednak, ze prosty model dyfrakcyjny jest nieadekwatny w opisie
rozpraszania $wiatta na widknie szklanym, charakteryzujacym si¢ matg ttumiennoscia
i wysokim stopniem symetrii osiowej [60].

Metoda LBS w pomiarze srednicy widkien szklanych wymaga zastosowania od-
powiednich algorytméw analizy sygnatu z detektora, w celu kompensacji wptywu
promieniowania propagujacego si¢ przez widkno [15]. Kompensacja taka realizowana
moze by¢ przez dodatkowq kalibracje urzadzenia z wykorzystaniem wzorcowego
widkna (np. skaner firmy Beta LaserMike, model 200). Osobnym zagadnieniem jest
sposéb interpretacji wyniku otrzymywanego w metodzie LBS w pomiarze Srednicy
swiattowodu, ktory jest wyciagany z pewng predkoscia. Wynik uzyskany na zasadzie
przemiatania widkna wiazka laserowa jest usredniong wartoscia $rednicy widkna po
pewnej jego dtugosci i zalezy od predkosci wyciagania i przemiatania. Fakt ten staje
si¢ znaczacym problemem w obliczu postepu technologicznego wyrazajacego sig
m.in. coraz wigkszq predkoscig wyciggania Swiattwoddw [8].
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W dyskusji na temat metod nieinwazyjnej charakterystyki cech fizycznych obiek-
tow rozpraszajacyh $wiatlo nie sposdb pominaé laserowej interferometrii Dopplerow-
skiej SDI (ang. Shadow Doppler Interferometry) [26] oraz PDI (ang. Phase Doppler
Interferometry) [4, 70], a takze spektralnej optycznej tomografii koherencyjne;j
FDOCT (ang. Fourier Domain Optical Coherence Tomography) [30-32]. Ze wzgledu
na duza wrazliwos¢ na zakldcenia i znaczng ztozonos¢ uktadéw pomiarowych, meto-
dy te nie znajdujg praktycznego zastosowania w pomiarze $rednicy wiokna w warun-
kach przemystowych.

Droga poznania metrologicznego — podj¢ta przez autoréw niniejszej pracy — zmie-
rza do uzyskania pola zjawisk fizycznych, ktére bedzie nieskomplikowane zaréwno
w interpretacji fizycznej, jak i w modelowaniu matematycznym. Jako narzgdzie po-
znawcze zaproponowano quasi-monochromatyczne, niekoherentne promieniowanie
z zakresu optycznego. Celem autoréw nie jest dazenie do minimalizacji bledu pomiaru
$rednicy w odniesieniu do wykorzystywanych powszechnie metod pomiarowych, ale
wskazanie potencjalnych mozliwosci nieinwazyjnej diagnostyki z wykorzystaniem
tego rodzaju promieniowania.

Sporo prac zostato ujetych w ramach dwoch, roboczo nazwanych technik pomia-
rowych: dyfraktometrii wysokiej rozdzielczosci, zaprojektowanej z my$la o pomia-
rze $rednicy widkna kompozytowego, oraz interferometrii w obszarze teczy, ukie-
runkowanej na charakterystyke wiokna o $rednicy > 100 pm. Ze wzgledu na fakt, ze
niniejsze studium ma charakter wstgpny i raczej opisowy niz systematyczny, analizg
badawcza ograniczono do wiokna osiowo-symetrycznego o budowie homogenicznej.
Wiele eksperymentow numerycznych, ujetych w pracy [74], wskazuje jednak na moz-
liwos¢ rozwijania obu metod w kierunku charakterystyki struktury refrakcyjnej.

Potencjat dyfraktometrii wysokiej rozdzielczosci oraz interferometrii w obszarze
teczy ukazano droga procesow symulacyjnych. Obowigzujacym modelem rzeczywi-
stego zjawiska jest w wigkszosci opisywanych zagadnien Scisty model Lorenza—Mie,
ktory umozliwia wyznaczenie rozktadu natgzenia pola elektromagnetycznego fali
przechodzace) przez obszar niejednorodnosci w postaci nieskonczenie dlugiego cylin-
dra. Odpowiednio zaaranzowane eksperymenty symulacyjne nalezy oczywiscie trak-
towa¢ jako wstep do praktycznego wykorzystania proponowanych metod pomiaro-
wych w ramach procesu weryfikacyjno-doswiadczalnego.

1.2. MODELOWANIE POLA ROZPROSZONEGO NA WLOKNIE SZKLANYM

Na rysunku 1 przedstawiono szkic procesu wyciagania szklanego widkna wraz
z geometrig modelu rozpraszania §wiatla w eksperymencie pomiaru srednicy. Wycia-
ganie wiokna odbywa si¢ badz przez lokalne podgrzewanie szklanej preformy, badz
roztapianie szkla w specjalnych tyglach, a powstala struga szklana nawijana jest na
zespot bebndw [19, 22]. Geometrig eksperymentu zdefiniowano, postugujac si¢ karte-
zjanskim uktadem wspdtrzednych x, y, z. O$ symetrii widkna pokrywa si¢ z osig z
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uktadu wspolrzednych. Przyjeto, ze widkno oswietlone jest skolimowang wiazka pro-
mieniowania, padajaca na widkno pod katem ¢ i charakteryzujaca si¢ plaskim frontem
falowym w objetosci pomiarowej. Zardwno wektor natezenia pola padajacego (E)), jak
i rozproszonego (E;) sa wektorowg sumg dwoch sktadowych: rownoleglej wzgledem
osi symetrii widkna (E;) i prostopadlej wzgledem tej osi (E.). Stan polaryzacyjny,
w ktorym wektor elektryczny skierowany jest rownolegle wzgledem osi widkna, okre-
slany jest jako magnetyczna konfiguracja polaryzacyjna TM (ang. Transverse-
-Magnetic), natomiast stan przeciwny to konfiguracja elektryczna TE (ang. Transverse-
-Electric). Punktowy detektor natgzenia promieniowania umieszczony jest w polu
dalekim (» >> A), a jego polozenie definiujg wspdlrzedne cylindryczne (r, 6, z).

Promieniowanie
padajgce i

To

A
< Eni
Egj
!
, > .
ol N

Beben

odbiorczy 0
Promieniowanie

10Zproszone

Rys. 1. Schemat procesu wyciggania wldkna i geometria modelu rozpraszania promieniowania
Fig. 1. Fibreglass drawing process and the gcometry of the scattering model

Cechy geometryczne widkna aproksymowano modelem nieskonczenie dlugiego,
osiowo-symetrycznego cylindra.

Szczegdlowa analiza wilasciwosci optycznych szklanego widkna i ich.zmian pod-
czas procesu technologicznego wskazuje, ze wldkno mozna traktowac jako osrodek
[74]:

e Liniowy. Postulat ten wynika z tego, ze propagacja fali w szklanym wloknie
podczas rozpraszania odbywa sig¢ na niewielkich dystansach, a natezenie fali jest po-
mijalnie mate w poréwnaniu z nat¢zeniem pol wewnegtrznych w szkle.

¢ Anizotropowy. Szklo jest materialem amorficznym wykazujagcym izotropi¢ wla-
Sciwosci fizycznych i ich addytywnos$é, jednak w procesie technologicznym dochodzi
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do utrwalenia w szkle naprezen o réznym pochodzeniu, wywolujacych anizotropie
wspétczynnika zatamania n (dwdjlomnos$é). Anizotropie wspdlczynnika ekstynkcji
k (dichroizm) mozna pominaé¢ ze wzgledu na niewielkie ttumienie szkla w pasmie
optycznym. Wplyw naprezen na wspdtczynnik zalamania jest tym wigkszy im mniej-
sza jest srednica widkna.

e Dyspersyjny. W obszarze dyspersji normalnej w zakresie czestotliwosci optycz-
nych warto$¢ wspoétczynnika zatamania maleje wraz ze zwigkszaniem dtugosci fali
(dyspersja chromatyczna).

¢ Lokalnie nichomogeniczny pod wzgledem przestrzennym. Niehomogeniczno-
$ci, rozumiane jako obszary o odmiennym wspdlczynniku zalamania, wynikaja
z obecnosci réznorodnych zaburzen struktury szkla (wad optycznych) w postaci pe-
cherzy powietrza, zanieczyszczen etc.

Parametry optyczne widkna podlegaja réwniez wplywowi temperatury. W typo-
wych rozwiazaniach wiez wyciggowych pomiar $rednicy odbywa sig w miejscu,
w ktérym powierzchnia szklanego widkna osigga temperaturg otoczenia. Nie poznano
jednak dotychczas radialnego profilu temperaturowego witdékna w miejscu kontroli
srednicy. Wplyw temperatury powoduje takze trwale zaindukowanie naprezen w szkle
1 jest przyczyng izotropowych zmian wspétczynnika zatamania [74].

Uzyskanie wiernego obrazu rzeczywistych proceséw zachodzacych podczas roz-
praszania fali na widknie szklanym mozliwe jest przez modelowanie matematyczne
z wykorzystaniem teorii $cistych. Teoria Lorenza—Mie podaje szczegdlowy opis
zmian fali elektromagnetycznej o plaskim czole, rozpraszanej na homogenicznym,
nieskonczenie dtugim cylindrze [6, 12, 35, 81]. Uogdlnienie teorii Lorenza-Mie dla
cylindra niehomogenicznego, skladajacego si¢ z osiowo-symetrycznych warstw
o réznych wspétczynnikach zalamania, zostalo opracowane przez Kerkera i Matijevi-
¢a [30], a nastgpnie rozwinigte przez Kaia i D’Allesio [34] 1 Onofriego [59]. Mate-
matyczny opis rozproszenia fali o niejednorodnym rozktadzie amplitudy mozliwy jest
z kolei w ramach uogélnione;j teorii Lorenza-Mie dla cylindra GLMT (ang. Generalized
Lorenz—Mie Theory) [21, 64] i teorii rozproszenia sformutowanej przez Locka [45].

2. DYFRAKTOMETRIA WYSOKIEJ ROZDZIELCZOSCI

2.1. ZARYS PROBLEMATYKI WYKORZYSTANIA DYFRAKCJI
PROMIENIOWANIA LASEROWEGO W POMIARACH
WLEASCIWOSCI FIZYCZNYCH WEOKNA SZKLANEGO

Dyfraktometria laserowa jest narzedziem poznawczym, ktére zostato szczegdlnie
dobrze rozwinigte na potrzeby badan wilasciwosci fizycznych osrodkéw wielofazo-
wych [83], a takze w pomiarach cech pojedynczych obiektéw silnie ttumiacych fal¢
elektromagnetyczng takich, jak metalowy drut [8, 9, 20]. W wymienionych przypad-
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kach natura badanego obiektu decyduje o tym, ze mozliwy jest petny opis fizyczny
i matematyczny zjawiska rozproszenia fali na gruncie uproszczonych praw, na przy-
ktad dyfrakcji Fraunhofera.

Wykorzystanie zjawiska dyfrakcji promieniowania laserowego w badaniach cech
fizycznych (Srednicy, wspolczynnika zatamania etc.) widkna szklanego, charaktery-
zujacego si¢ niewielka tlumiennoscia, wysokim stopniem symetrii osiowej i gladka
powierzchnia, napotyka trudnosci. Obserwacja pola rozproszonego na takim widknie
pod niewielkim katem wskazuje, ze polozenia katowe poszczegélnych prazkéw, za-
réwno jasnych jak i ciemnych, nie sa monotoniczng funkcja srednicy widkna (rys. 2a).
Widoczny jest udziat licznych ,,zakldcen”, nie sa przewidywalne przez teorig dyfrakcji
Fraunhofera, ktére moduluja polozenia katowe prazkéw dyfrakcyjnych. Wplyw tych
zaklocen jest szczegdlnie znaczacy, gdy srednica widkna jest niewielka w odniesieniu
do dtugosci fali promieniowania oswietlajacego.

2 PRTT

Srednica widkna d (um)
Srednica widkna d (um)

0 5 10 15 0 5 10 15
Kal rozproszenia @ (deg) Kat rozproszenia & (deg)

Rys. 2. Wykres poziomicowy logarytmu nat¢zenia fali rozproszonej (jednostki dowolne)
w funkeji kata rozproszenia i Srednicy wldkna (teoria Mie): a) dla widkna szklanego,
b) dla widkna metalicznego (A = 0,6328 um, TM-TM, m = 1,5505 + x, {=90°)
Fig. 2. Logarithm of the scattered intensity (in arbitrary units) vs. scattering angle and fibre diameter
(Mie theory): a) glass fibre, b) metallic fibre

Pole rozproszone ma inng postaé, gdy wiokno rozpraszajace falg charakteryzuje
si¢ znaczng absorpcja, porownywalna do obiektéw metalicznych. Polozenia katowe
prazkow dyfrakcyjnych sa w takim przypadku monotoniczng funkcja jego srednicy
(rys. 2b). Mozna wigc przypuszczaé, ze liczne zakldcenia, ktére modulujg potozenia
prazkow dyfrakcyjnych w polu rozproszonym na widknie o nieduzej ttumiennosci,
wynikaja z morfologii widkna.
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Jedyna jak dotychczas metoda inwersji danych dyfrakcyjnych (ang. Joint Pro-
bability Method), optymalizowana pod katem pomiaru $rednicy wiékien stosowa-
nych w materiatach kompozytowych (homogeniczne nitki szklane o $rednicy
~4-25 um [22, 33]), zostala opracowana przez Onofriego i in. [11, 15, 16]. Meto-
da ta bazuje na wiedzy apriorycznej o badanym widknie, zgromadzonej przez sy-
mulacje¢ numeryczng wedltug teorii Lorenza—Mie, poréwnywanej za pomocg esty-
matora korelacyjnego z obrazem rzeczywistym. Wymagana jest przy tym doktadna
znajomo$¢ wspdtczynnika zatamania widkna oraz jego zmian w procesie ksztaito-
wania technologicznego.

2.2. NATURA POLA ROZPROSZONEGO NA WELOKNIE SZKLANYM
POD NIEWIELKIM KATEM

W charakterystyce potozenia katowego pierwszego ciemnego prazka w polu roz-
proszonym (6,_) w funkcji srednicy widkna szklanego (d) (rys. 3), wykonanej z duzg
rozdzielczo$cia, mozna wyrdznic nast¢gpujace elementy:

e strukture interferencyjng — jako szereg réwnomiernie roztozonych maksiméw
i miniméw o charakterze interferencyjnym,

e strukture¢ rezonansowa — w postaci mikrostrukturalnych, waskich elementéw
majacych formg rezonansowych pikéw (zob. powigkszenie na rys. 3),

e monotoniczny trend zmian potozenia prazka w funkcji srednicy.

2.2.1. STRUKTURA REZONANSOWA

Mikrostrukturalne piki rezonansowe MDR (ang. Morphology-Dependent Reso-
nances), podobne do tych oznaczonych na wykresie polozenia katowego pierwsze-
go ciemnego prazka (powigkszenie na rys. 3), zostaly zaobserwowane m.in.
w widmie emisyjnym i absorpcyjnym czastki sferycznej [6, 14], a takze czastki cy-
lindrycznej [7, 61] w widmie promieniowania o charakterze fluorescencyjnym, roz-
proszonym na mikrosferze [11], a takze w widmie ramanowskim [77]. Podobne ob-
serwacje dotycza widma cisnienia radiacyjnego czastki sferycznej poddanej
lewitacji optycznej [5].

Obickt fizyczny charakteryzujacy si¢ wysokim stopniem symetrii osiowej
i matym tlumieniem, w szczegolnosci widkno szklane, moze by¢ traktowany jako
mikrorezonator optyczny. Czes$¢ energii optycznej oswietlonego obiektu jest roz-
praszana pod réznymi katami do otoczenia, a cze$¢ zostaje w nim ,,uwigziona”,
rozchodzac si¢ na zasadzie kolejnych odbi¢ od granicy obickt—otoczenie w wa-
runkach bliskich catkowitemu wewnetrznemu odbiciu, tworzac w ten sposéb zto-
zong, falowa strukturg przestrzenng. Pik o charakterze rezonansowym powstaje
w wyniku konstruktywnej interferencji w miejscach, w ktdrych fala zatacza petny
okrag [57].
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Rys. 3. Polozenic pierwszego, ciemnego prazka z rys. 2a obliczone z duza rozdzielczoscia
(Ad =0,00001 pm, AG,_=0,01°). Zoom: mikrostrukturalne piki rezonansowe (MDR)
Fig. 3. High-resolution (Ad = 0.00001 um, A@,_= 0.01°) angular location of the 1% dark fringe
corresponding to Fig. 2a. Zoom: morphology-dependent resonances (MDRs)

Wizualizacjg¢ pola rozproszonego na widknie szklanym przy braku rezonansu
i w rezonansie przedstawiono na rysunku 4. Plaska fala elektromagnetyczna rozchodzi
si¢ w kierunku +x. W stanie rezonansowym dochodzi do znacznej koncentracji energii
wewnatrz widkna tuz przy powierzchni stycznej. W miejscach wystepowania rezonan-
su wzrasta natgzenie fali, ponadosmiokrotnie dla przyjgtych warunkéw symulacji.

W matematycznym uj¢ciu rezonans wystgpuje wowczas, gdy funkcja amplitu-
dowa w réwnaniach wyrazajacych natgzenie pola rozproszonego wedlug teorii Lo-
renza—Mie ma swoj biegun [6, 7, 12]. W rezultacie rezonansu, natezenie pola roz-
proszonego dazy teoretycznie do nieskonczonosci.

Wystapienie rezonansu zalezy Scisle od wilasciwodci fizycznych obiektu rozpra-
szajacego, a metody pomiarowe wykorzystujace rezonansowe rozpraszanie promie-
niowania sa jednymi z najbardziej precyzyjnych technik umozliwiajacych pomiar
nieinwazyjny. O potencjalnej precyzji pomiaru stanowi fakt, ze szeroko$¢ szpilki re-
zonansowe] wystepujacej dla $rednicy 10,02635 pum na rysunku 3, wynikajaca
z przyjetej rozdzielczosei pomiaru (107" m), jest rzedu rozmiaréw atomu.



19

-1 -0.5 0 0.5 1
x/d xid

Rys. 4. Rozklad unormowanego nat¢zenia promieniowania wewnatrz wiékna szklanego i w polu
bliskim w plaszczyZnie rozpraszania: a) przy braku rezonansu, b) w warunkach rezonansu
(A =0,6328 um, TM-TM, m = 1,5505 + 1E-8, {'=90°)
Fig. 4. Normalized internal and ncar-field external intensity distributions for a fibreglass over
a scattering plane: a) off-resonance casc, b) on-resonance case

Szczegbtowa analiza wiasciwosci MDR, wykonana pod katem minimalizacji ich
wplywu na pole rozproszone, prowadzi do nastgpujacych wnioskéw [74]:

e Rezonans wplywa na amplitudg i potozenie wszystkich prazkéw w polu rozpro-
szonym, niezaleznie od kata obserwacji (rozpraszania). Wystapienie rezonansu wa-
runkuja: morfologia widkna (Srednica, ksztalt, wspdlczynnik zalamania) oraz parame-
try fali padajacej (dlugosc, polaryzacja, kat padania).

e Ttumienie widkna wplywa degenerujaco na amplitudg MDR. Fakt ten sugeruje,
ze zmniejszanie ich wptywu mozliwe jest przez wykonywanie pomiaréw w dalekiej
podczerwieni lub nadfiolecie, gdzie ttumienie szkta jest duze.

e Zmniejszanie amplitudy MDR nastgpuje wraz z pochylaniem widkna wzgledem
kierunku propagacji fali padajacej. Interpretacje fizyczna tego efektu podaja Lock [44,
45] oraz Poon i in. [63]: pochylenie wi6kna zmienia rozktad przestrzenny energii we
widknie — rezonatorze optycznym. Fale poruszajace si¢ spiralnie po powierzchni
widkna interferuja wzajemnie w innych miejscach niz w przypadku o$wietlenia nor-
malnego. Efekt interferencyjny — mierzony amplitudg pikéw rezonansowych — zmie-
nia si¢, ale bedzie wystgpowal niezaleznie od kata nachylenia.

e Barber i Hill [6] wykazali, ze zastosowanie detektora promieniowania o szero-
kim kacie akceptacji zmniejsza nieco, na zasadzie catkowania pola, amplitude pikéw
obecnych w widmie radiacyjnym obiektu cylindrycznego.
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Warto zaznaczy¢, ze nie jest mozliwa zupelna eliminacja MDR z pola rozproszonego
na obiekcie o niewielkim tlumieniu, w warunkach rozpraszania monochromatycznego
wysokospojnego promieniowania. Piki rezonansowe nie sa obserwowane jedynie w przy-

padku obiektéw metalicznych, cechujacych sig znacznym wspdtezynnikiem ekstynkcji.

2.2.2. STRUKTURA INTERFERENCYJNA

Przyczyny powstawania struktury interferencyjnej, majacej postaé stromych mak-
siméw i miniméw widocznych na wykresie potozenia katowego pierwszego ciemnego
prazka (6,_) w funkcji srednicy widkna (d) (rys. 3), mozna zrozumieé, postugujac sie
teoria dyfrakcji anomalnej, sformulowanej przez van de Hulsta [81]. Wedlug tej
teorii, pole rozproszone pod niewielkim katem na czastce o niskiej thumiennosci jest
kombinacja cze¢$ci pola ulegajacej dyfrakcji oraz czgsci pola odbitego i zalamanego.
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Rys. 5. Wptyw zjawiska dyfrakcji fali oraz koherentnej superpozycji promienia odbitego (p = 0)
i jednokrotnic zalamanego (p = 1) na polozenie pierwszego, ciemnego prazka w polu rozproszonym
w funkgji $rednicy widkna (4 = 0,6328 pm, TM-TM, m = 1,5505 + 1E-8, {'=90°)
Fig. 5. Influence of diffraction and coherent sum of p = 0.1 rays on angular location
of the 1* dark fringe in the scattered ficld vs. fibreglass diameter

Udziat trzech uwzglednianych przez dyfrakeje anomalng sktadowych pola rozproszo-
nego zostat zilustrowany na wykresie & _(d) (rys. 5). Do obliczenia kombinacji skladowe;j
odbitej pola i sktadowej zalamanej, a takze pola ulegajacego dyfrakeji, wykorzystano mo-

del aproksymacyjny rozproszenia wedlug optyki geometrycznej [75]. Jako dane odniesie-
nia postuzyly punkty z rysunku 3, obliczone wedlug teorii Lorenza-Mie. Zgodnie z ry-

sunkiem 5, dominujacy wplyw na potozenie maksiméw i minimow zaleznosci 6_(d) ma
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koherentna superpozycja promienia odbitego i zalamanego. W sytuacji, gdy obiekt rozpra-
szajacy falg charakteryzuje si¢ znacznym tlumieniem, efekt interferencyjny tych promieni
jest staby lub nie wystepuje, a pole rozproszone pod matym katem zdominowane jest przez
dyfrakcje. Podane wnioski sg stuszne zaréwno dla polaryzacji TM-TM, jak i TE-TE {74].

Szczegotowa analiza cech struktury interferencyjnej prowadzi do nastgpujacych
wnioskow [74]:

¢ Odlegtos$¢ miedzy maksimami i minimami struktury interferencyjnej zmniejsza
si¢ w wyniku pochylania widkna wzgledem kierunku propagacji fali padajacej oraz
w wyniku przesuwania dlugosci tej fali w kierunku fal krétkich.

¢ Pochylanie widkna oraz zwigkszanie dlugosci fali przyczynia si¢ do zmniejsza-
nia liczby prazkéw w danym przedziale katéw obserwacji, a w konsekwencji powo-
duje zwigkszanie amplitudy struktury interferencyjne;j.

e Struktura interferencyjna, podobnie jak mikrostrukturalne piki rezonansowe
(MDR), jest czula na ttumienie widkna — oslabienie natgzenia promienia zatamanego
(p =1) wywoluje slabszy efekt interferencyjny. Swiadczy o tym wykres poziomicowy
fali rozproszonej, wykonany dla wlékna o znacznym tlumieniu (rys. 2b), na ktérym
nie zaznacza si¢ udzial maksiméw i minimoéw interferencyjnych.

/2.3. ANALIZA POLA ROZPROSZONEGO NA WLOKNIE SZKLANYM,
OSWIETLONYM QUASI-MONOCHROMATYCZNYM, NIEKOHERENTNYM
PROMIENIOWANIEM POD KATEM POMIARU SREDNICY WLOKNA

2.3.1. ASPEKTY SYMULACII POLA ROZPROSZONEGO

Teoria Lorenza-Mie dla cylindra [6, 12, 35, 81] podaje rozwiazanie réwnai
Maxwella dla odpowiednio sformutowanych warunkéw brzegowych dla monochro-
matycznej fali padajacej. W sytuacji gdy rozpraszane jest quasi-monochromatyczne,
czasowo niekoherentne promieniowanie w pewnym uproszczeniu mozna przyjaé, ze
wiokno szklane rozprasza kazda z fal czastkowych niezaleznie, a wypadkowe zabu-
rzenie falowe w okreslonym punkcie przestrzeni rozumiane jest jako superpozycja
wzajemnie niekoherentnych, rozproszonych fal czastkowych o roznych diugosciach.
Wobec tego natgzenie fali wypadkowej, bedacej wynikiem superpozycji N fal czast-
kowych, mozna formalnie wyrazi¢ nastgpujaco:

N
Lt (0,%,m)= )" 1,.,(0,%;,m,) (1)
i=l]

gdzie x; = nd/A; jest parametrem rozmiarowym widkna o $rednicy d, 4, — dtugoscia fali
czastkowej, m; — zespolonym wspdiczynnikiem zatamania widkna dla fali czastko-
wej A. Podobng metode obliczen pola rozproszonego dla niekoherentnej wiazki
o$wietlajacej przyjeto m.in. w symulacjach tgczy powstajacej na kropli wody [39].

W warunkach rozpraszania promieniowania quasi-monochromatycznego nalezy
rozwazy¢ wptyw dyspersji chromatycznej szkta na pole rozproszone. W zakresie du-
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gosci fal, z pasma optycznego odpowiadajacemu dyspersji normalnej szkla, istotne
zmiany wykazuje wspéiczynnik zalamania (1), natomiast dyspersyjne zmiany wspét-
czynnika ekstynkcji (k) mozna zaniedbaé [74]. Dyspersyjne zmiany n okresla produ-
cent szkla, zazwyczaj z wykorzystaniem tzw. réwnania Sellmeiera o statych dysper-
syjnych charakterystycznych dla typu szkta [71, 73].

Przyjecie aproksymacyjnego, dyskretnego modelu widmowego zrédta wiaze si¢ z ko-
niecznoscig ustalenia liczby rozpraszanych fal czastkowych. Uwzglednienie zbyt malej
liczby fal prowadzi do niedoktadnego odzwierciedlenia pola rozproszonego, natomiast
liczba nadmierna przyczynia si¢ do wydtuzenia czasu obliczen. Aby zilustrowaé ten pro-
blem, na rysunku 6 przedstawiono zaleznos$¢ potozenia pierwszego ciemnego prazka (4,.)
w polu rozproszonym na widknie wedtug teorii Lorenza-Mie, od liczby fal czastkowych
(N), réwnomiernie roztozonych w zakresie widmowym 0,32-0,54 um (AA4). Widmo zré-
dfa promieniowania aproksymowano krzywg Gaussa wedlug wzoru:

ﬂ _ 2
I(A)y=1,exp 410g(0,5){ o 4 j (2)

hin

gdzie I — natgzenie spektralne, I, — maksimum emisyjne. Maksimum widmowe (Ay)
przypada na 0,43 um, a szeroko$¢ potéwkowa ( fwhm) jest rowna 80 nm. Gaussowski
ksztalt widma jest odpowiedni dla jednobarwnych diod elektroluminescencyjnych
(LED) [72].
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Rys. 6. Wplyw liczby fal czastkowych z zakresu widmowego Zrédla promieniowania na polozenie
katowe pierwszego ciemnego prazka. (Ag = 0,43 um, A4 = 0,32-0,54 pm, fiwhm = 80 nm, d = 5 pum,
szklo Schott N-PSK3, k= 1E-8, {'=10°, A0=0,02°)

Fig. 6. Angular location of the 1" dark fringe in the scattered field vs. number of equally spaced
wavelengths from the spectrum of light source
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Wedlug rysunku 6 graniczng liczbg fal czastkowych, dla ktorej oscylacje 6,_ sa na
poziomie rozdzielczosci symulacji (0,02°), jest N ~750. W obliczeniach pola rozpro-
szonego nalezaloby zatem przyja¢ N >> 750. Zmiana warunkéw eksperymentu wy-
maga oczywiscie ponownego ustalenia wartosci V.

107

10"
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Szeroko&é poléwkowa widma fwhm [#m]
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Kat rozproszenia & [deg]

Rys. 7. Wplyw szcrokosci widmowej Zrodla promieniowania na wykres logarytmu natgzenia pola
rozproszonego w funkcji kata rozproszenia. Oznaczono polozenia 1. i 2. ciemnego prazka (6., &)
(Ao =0,43 um, A2=0,29-0,57 pm, N = 2801, TM-TM, d =7 um,
szklo Schott N-PSK3, x= 1E-8, = 10°)

Fig. 7. Influence of source spectral line half-width on logarithm of the scattered intensity
(in arbitrary units) vs. scattering angle. 8,_, 6_: location of the 1% and 2™ dark fringe, respectively

Analiz¢ obrazéw prazkowych utrudnia znaczaco tzw. rozmycie chromatyczne.
Powstaje ono w efekcie niekoherentnej superpozycji fal o réznych dlugosciach. Roz-
mycie chromatyczne zostalo zilustrowane na rysunku 7, przedstawiajacym logarytm
nat¢zenia skladowej magnetycznej pola rozproszonego w funkcji kata rozproszenia
i szerokosci widmowej promieniowania o$wietlajacego. Widoczna jest niewielka dy-
namika nat¢zenia dla najwigkszych wartosci fivhm, a obszary, w ktérych moga znaj-
dowad si¢ minima sg szersze niz dla waskopasmowej wigzki.

Rozmycie chromatyczne moze prowadzi¢ do probleméw w sledzeniu polozen
prazkéw w pasywnej, intensywnosciowej analizie pola rozproszonego. Jesli do reje-
stracji pola bgdzie zastosowana kamera o niewystarczajacej dynamice, to w wyniku
rozmycia kamera moze zarejestrowaé jednakowe natgzenie w pewnym zakresie katow
rozproszenia. Problem ten mozna rozwiazaé, stosujac dobrze poznane metody pocie-
niania i §ledzenia prazkéw, wywodzace sig¢ z algorytmow przetwarzania obrazow [65].
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2.3.3. WPLYW QUASI-MONOCHROMATYCZNEGO, NIEKOHERENTNEGO PROMIENIOWANIA
NA POLE ROZPROSZONE POD NIEWIELKIM KATEM

W warunkach rozpraszania quasi-monochromatycznego, czasowo-niekoheren-
tnego promieniowania, pole rozproszone moze byé rozpatrywane jako niekoherentna
superpozycja pol powstatych w wyniku rozpraszania fal elementarnych z zakresu
widmowego zrddha (rozdz. 2.3.1). Ze wzgledu na analizg sygnaldw, taka superpozy-
cja pél odpowiada operacji niekoherentnego usredniania w dziedzinie przestrzeni, co
w dziedzinie czgstotliwosci mozna utozsamiaé z filtracja dolnoprzepustowa.

Na rysunku 8a i b przedstawiono wizualizacj¢ pola wewnatrz szklanego wiokna
i pola bliskiego, powstajacych w wyniku rozpraszania promieniowania niekohe-
rentnego o gaussowskim ksztalcie widma o szerokosci potéwkowej wynoszace]
40 nm. Podobne symulacje, lecz z wykorzystaniem fali monochromatycznej, zo-
brazowano na rysunku 4a i b. W polu rozproszonym (rys. 8a i b) widoczne jest
przede wszystkim znaczace wytlumienie sktadowych modulujacych obraz prazko-
wy pola ugig¢tego. Takie wytlumienie dokonalo si¢ na zasadzie niekoherentnego
usredniania obrazu prazkowego, powstalego w wyniku interferencji czesci pro-
mieniowania, ulegajacej zatamaniu pod niewielkim katem i pola odbitego od
powierzchni wiokna. Dochodzi rowniez do wygaszenia fal stojacych tuz przy po-
wierzchni stycznej widkna, powstajgcych w warunkach rezonansowego rozprasza-
nia fali (por. rys. 8b i 4b).

a) d=10pm b) d = 10.02635 um

Rys. 8. Podobnie jak rys. 4a i b, ale w warunkach zastosowania quasi-monochromatycznego,
niekoherentnego promieniowania (A, = 0,6328 pum, A4 = 0,5748-0,6908 um, N = 1161,
Jwhm =40 nm, TM-TM, szklo Schott N-PSK3, «= 1E-8, {'=90°)

Fig. 8. Same as fig. 4a and b, but for quasi-monochromatic, non-coherent incident field
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Rys. 9. Polozenie katowe pierwszego, cicmnego prazka (6,.) w funkcji srednicy widkna (d)
i szerokosci poléwkowej widma promieniowania (fwhm) dla wybranych katéw padania fali ({)
i dlugoscei fal maksimum widmowego (Ay):
(AA=0,32-0,54 um (aib), 0,4045-0,6245 um (c i d), szklo Schott N-PSK3, x= 1E-8)
Fig. 9. Angular location of the 1™ dark fringe in the scattered field (8,_) vs. fiberglass diameter (d)
and source spectral line half-width (fwhm) for different angles of the incident light (£)
and different dominant wavelengths (Ag)

Na rysunku 9a-d zobrazowano wplyw quasi-monochromatycznego, niekoherent-
nego promieniowania na wykres potozenia pierwszego ciemnego prazka w polu roz-
proszonym (6,_) w funkcji zmian $rednicy (d) szklanego widkna. Wykresy pseudo-
tréjwymiarowe powstaty przez wykreslenie zaleznosci 6,(d) dla wybranych wartosci
szerokosci potowkowych widma promieniowania rozpraszanego (fwhm). Eksperyment
numeryczny przeprowadzono dla dwéch dlugosei fali maksimum widmowego (A =
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0,43 1 0,5145 um) oraz dla dwéch katéw padania wiazki promieniowania (£ = 10
i 90°). Widoczne ekstrema na rysunku 9a-d tworzg tzw. strukture interferencyjna,
ktérej wiasciwosci opisano w rozdziale 2.2. Wraz ze wzrostem zakresu spektralnego
zrédla promieniowania, dochodzi do wyttumienia amplitudy ekstreméw struktury
interferencyjnej, a wykres 6,_(d) staje si¢ monotoniczny, co sugeruje, ze dominujacym
zjawiskiem w polu rozproszonym pod niewielkim katem jest dyfrakcja, tak jak wéw-
czas, gdy promieniowanie ulega rozproszeniu na obiekcie o znacznej tturiennosci.

Poréwnujac rysunek 9a-d kolumnowo, mozna zaobserwowaé wplyw Ao, a wier-
szowo — wplyw ¢ Zaostrzanie kata padania promieniowania i przesuwanie dtugosci
fali w strong ultrafioletu przyczynia si¢ do wzrostu amplitudy struktury interferencyj-
nej, ale takze do zmniejszenia odstgpu pomigdzy jej ekstremami. Jesli przyjac, ze eks-
peryment optymalizowany jest pod katem wykorzystania zrédta o ustalonej wartosci
Sfwhm, to dla zapewnienia monotonicznosci wykresu &,(d) istotne jest dazenie do
minimalizacji odstepu migdzy ekstremami struktury interferencyjne;j.

Zmiana konfiguracji polaryzacyjnej na elektryczng (TE-TE) przynosi podobne
wyniki do tych, zilustrowanych na rysunku 9a-d [74].

Interesujace wyniki uzyskano w pracy [74], zastgpujac niebieska diode LED cha-
rakteryzujaca sie pojedynczg linia w widmie emisyjnym promieniowania, dioda emi-
tujaca Swiatlo biate, wykonang w réznych odmianach technologicznych (niebieska
LED + z6ity fosfor, niebieska LED + dwubarwny fosfor, struktura RGB). Dla kata
padania réwnego 10° i polaryzacji TM-TM nie uzyskano monotonicznego wykresu
6,(d) w zakresie $rednic 5-8 um, co swiadczy o tym, ze linie widmowe w widmach
emisyjnych bialtych LED sa zbyt monochromatyczne.

2.3.3. WLOKNO SZKLANE JAKO OBIEKT QUASI-DYFRAKCYJNY

Eksperymenty numeryczne przedstawione w rozdziale 3 sugeruja, ze dyfrakcja jest
dominujacym zjawiskiem w polu rozproszonym pod niewielkim katem na widknie
szklanym, oswietlonym quasi-monochromatycznym, niekoherentnym promieniowa-
niem. Inne komponenty pola rozproszonego, wynikajace z propagacji promieniowania
przez witékno, zostaty sttumione na zasadzie przestrzennego usrednienia pola rozpro-
szonego. Znikomy wptyw $wiatta przechodzacego przez wiékno i morfologi¢ widkna
na pole rozproszone (w przyjetej doktadnosci obserwacji i skali rozwazanych zjawisk)
prowadzi do przypuszczenia, ze widkno mozna utozsamiaé z obiektem quasi-
-dyfrakcyjnym. Aby potwierdzié t¢ hipoteze, wykonano seri¢ eksperymentéw nume-
rycznych, polegajacych na zbadaniu wplywu jego struktury refrakcyjnej na polozenie
pierwszego ciemnego prazka (9,.).

W pierwszym eksperymencie zbadano wptyw niejednorodnosci wspéiczynnika
zatamania na @,.. Niejednorodno$¢é ma postaé rdzenia o $rednicy d,, osadzonego osio-
wo-symetrycznie w strukturze wiékna. Wspdlczynnik zalamania rdzenia jest wigkszy
0 0,1 wzgledem szklanego widkna. Powstala konstrukcja tworzy swiattowdd. Na ry-
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sunku 10a przedstawiono pseudotréjwymiarowy wykres G- w funkeji d,, wykonany
dla wybranych szerokosci poléwkowych widma promieniowania (fwhm). PoloZenie
wyroznionego prazka znaczaco zalezy od d, dla najmniejszych fwhm eksperymentu.
Wzrost szerokosci widmowej powoduje jednak stabilizacj¢ potozenia prazka i stop-
niowe uniewrazliwienie od zmian $rednicy niejednorodnosci. Dla granicznej wartosci
Jwhm, wynoszacej 50 nm, wahania - sq réwne rozdzielczosci symulacji kata rozpro-
szenia (0,02°) w calym przedziale zmian d,.

W analogicznym eksperymencie homogeniczny rdzen zastapiono luka powietrzna,
symulujac w ten sposéb wptyw nieciagtosci wspéiczynnika zatamania na 6,_. Wyniki
do$wiadczenia przedstawiono na rysunku 10b. Widoczne sa obszary na wykresie,
ktére Swiadcza o uniewrazliwieniu 6,_ od Srednicy powietrznego rdzenia. Jesli przy-
jac, ze szerokos¢ widmowa promieniowania wynosi 50 nm, to zmiany &,_ na poziomie
rozdzielczosci symulacji kata rozproszenia wystgpuja tylko wtedy, gdy luka powietrz-

na ma srednic¢ mniejsza niz 1 um.
T © CO  nda)=t

b)
== Nylig) = 1.5637
Bl nog=n+00

d, /d, =000 d, /d, = 0939 d /d,= 0001 4, /d, =075

a)

0.75 B0

Rys. 10. Wplyw nigjednorodnosci (homogeniczny rdzen) a) i nieciaglosci (luka powietrzna) b)
wsp6lczynnika zatamania we widknie szklanym na polozenic pierwszego, ciemnego prazka w polu
rozproszonym (6;_), w warunkach zastosowania quasi-monochromatycznego, nickoherentnego
promieniowania (4y = 0,43 um, A4 = 0,32-0,54 pm, N = 2201, TM-TM, d, = 7 um,
szklo Schott N-PSK3, k= 1E-8, {'=90° A¢=0,02°)

Fig. 10. Influence of a fibreglass refractive-index inhomogenity (solid core) a) and discontinuity
(air core) b) on the angular location of the 1* dark fringe (6,_) in the scattered field. The fibre is illumi-
nated by a quasi-monochromatic, non-coherent beam
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Rys. I'l. Wplyw wspolczynnika ekstynkcji (x) szklanego wiokna na polozenie pierwszego, ciemnego
prazka w polu rozproszonym (#&,.), w warunkach zastosowania quasi-monochromatycznego,
niekoherentnego promieniowania (Ao = 0,43 um, AA =0,32-0,54 um, N =2201, TM-TM,

d =T um, szklo Schott N-PSK3, £=90° A8=0,02°)

Fig. 11. Influence of a fibreglass extinction coefficient (k) on the angular location of the 1* dark fringe
(6,.) in the scattered field. The fibre is illuminated by a quasi-monochrematic, non-coherent beam

lsl

Dyskusj¢ na temat wplywu witasciwosci refrakcyjnych widkna na pole rozproszone
pod niewielkim katem uzupetniajg symulacje &,_ w funkcji ttumienia szkta wyrazone-
go przez wspolczynnik ekstynkeji (k). Wyniki przedstawiono na rysunku 1.
W warunkach zastosowania promieniowania o odpowiednio szerokim widmie docho-
dzi do uniezaleznienia potozenia obserwowanego prazka od tlumienia.

Uniewrazliwienie pola rozproszonego na szklanym widknie od jego parametrow
morfologicznych jest istotna cecha dyfraktometrii wysokiej rozdzielczosci. Liczne
obserwacje i do$wiadczenia wskazujq bowiem, ze wspotezynniki zalamania i ekstynk-
cji szkla ulegaja w procesie produkeji wiokna izotropowym i anizotropowym zmia-
nom, czgsto o niepoznanej dotychczas skali i naturze [74]. Strukture refrakcyjna
wtokna zaburzaja rowniez wady optyczne szkla, takie jak lokalne i rozciagte niejedno-
rodnosci wspdlczynnika zalamania oraz pecherze powietrza.

Poréwnanie szklanego widkna rozpraszajacego quasi-manochromatyczne, nieko-
herentne promieniowanie do obiektu quasi-dyfrakcyjnego nasuwa pytanie, czy widkno
takie moze by¢ utozsamiane z: 1) nieprzezroczysta przeszkodg rozpraszajacg falg mo-
nochromatyczng w rozumieniu dyfrakeji Fraunhofera, 2) wldknem metalicznym roz-
praszajacym fale monochromatyczng w opisie teorii Lorenza—Mie.

Probe odpowiedzi na podane pytania stanowia wyniki symulacji 0, w funkcji
srednicy widkna (d), uzyskane w trzech eksperymentach numerycznych:
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e rozpraszanie nickoherentnego promieniowania o szerokosci widmowej 65 nm na
wiodknie szklanym,

e rozpraszanie fali monochromatycznej na widknie — przeszkodzie cylindrycznej
wedlug skalarnej teorii dyfrakcji [76],

e rozpraszanie fali monochromatycznej na wioknie metalicznym (x = 1) wedtug
teorii Lorenza—Mie [6, 12, 35, 81].

Wyniki dla diagonalnego i normalnego padania fali przedstawiono odpowiednio na
rysunku 12aib.
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Rys. 12. Polozenie katowe pierwszego, ciemnego prazka w funkcji srednicy wiékna wedlug réznych
modeli zjawiska rozproszenia (opis — legenda): a) {= 10°, b) {'=90°
(STD: 1=10,43 um, n(4) = 1,5505; NCMIE: 4, = 0,43 um, AA=0,32-0,54 pm, N = 2201, TM-TM,
szklo Schott N-PSK3, x=1E-8; MIE: 1=0,43 um, TM-TM, szklo Schott N-PSK3, x=1; A= 0,02°)
Fig. 12. Angular location of the 1* dark fringe in the scattered field vs. fibre diameter according to:
scalar diffraction theory (SDT), Lorenz—-Mie scattering for quasi-monochromatic, non-coherent radiation
(NCMIE), and Lorenz—Mie scattering for monochromatic wave (MIE): a) = 10°, b) = 90°

Widoczne istotne rozbieznosci migdzy modelem dyfrakcyjnym a pozostatymi mo-
delami nie kwestionujg stusznosci analogii 1). Wskazuja one jedynie na aproksyma-
cyjny charakter modelu dyfrakcyjnego, opartego na zasadzie Huygensa—Fresnela [20].
Doktadnos¢ aproksymacji danych przez ten model jest tym lepsza, im rozmiary prze-
szkody cylindrycznej sa wigksze w odniesieniu do dtugosci fali.

Rysunek 12a i b potwierdza rdwniez stusznos¢ analogii 2). Wyktadniczy trend
wykresu 6,_(d) jest wynikiem dyfrakcyjnych zmian pola rozproszonego. 6,_ podlega
rowniez wptywowi sktadowych pola rozproszonego, ktére propagujq si¢ przez struktu-
re wiokna i w polu rozproszonym modyfikuja potozenie prazkéw dyfrakcyjnych.
W wyniku tego wplywu, wyrdézniony prazek dyfrakcyjny oscyluje wokot potozenia
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wynikajacego ze zjawiska dyfrakcji (rys. 12b). Amplituda oscylacji 6,- zalezy od kata
pochylenia widkna wzgledem kierunku propagacji fali padajacej, a takze szerokosci
widmowej promieniowania i szczytowej dtugosci fali [74].

2.3.4. WYBRANE ZAGADNIENIA PROCESU ESTYMACJI SREDNICY WEOKNA

Kluczowym zagadnieniem estymacji srednicy widékna szklanego jest utworzenie
nieskomplikowanego modelu przyczynowo-skutkowego (modelu ,,wprost”) pomigdzy
$rednicg widkna (d) a wybrang cecha pola rozproszonego, tj. polozeniem pierwszego
ciemnego prazka (6,_). Model przyczynowy jest punktem wyjscia do opracowania
modelu ,,odwrotnego”, ktéry umozliwi estymacjg Srednicy widkna.

Adekwatne modelowanie pola rozproszonego na wiéknie szklanym, w warunkach
zastosowania quasi-monochromatycznego, niekoherentnego promieniowania, mozliwe
jest, gdy wykorzystamy $cista teori¢ dyfrakcji $wiatta — teorii Lorenza—Mie. Rozwia-
zanie zagadnienia odwrotnego na gruncie tej teorii jest jednak zagadnieniem trudnym,
mozliwym do realizacji tylko w szczegélnych przypadkach. Jest tak dlatego, ze za-
gadnienie odwrotne jest nicjednoznaczne, a ponadto pole rozproszone zalezy nieli-
niowo od wlasciwosci obiektu rozpraszajacego falg [16, 17]. Z kolei mozliwosci sto-
sowania aproksymacyjnego modelu dyfrakcyjnego ograniczone sa do przypadkdw,
gdy rozmiary obiektu rozpraszajacego fal¢ sa duzo wigksze od diugosci fali (rozdz.
2.3.3). W tej sytuacji zdecydowano si¢ na stworzenie empirycznego modelu przyczy-
nowo-skutkowego, ktérego struktura abstrahuje od rzeczywistych zjawisk fizycznych
wplywajacych na pole rozproszone pod niewielkim katem.

Struktura maternatyczna modelu empirycznego jest rezultatem dopasowania do
danych eksperymentalnych (odniesienia). Zrédiem takich danych w eksperymencie
z rozpraszaniem quasi-monochromatycznego, niekoherentnego promieniowania jest
model Lorenza-Mie (rozdz. 2.3.1). Na rysunku 13a przedstawiono wykres 6,_(d) uzy-
skany przez symulacj¢ pola rozproszonego z wykorzystaniem modelu odniesienia.
Warunki eksperymentu (parametry widmowe promieniowania, kat pochylenia wtékna
wzgledem kierunku padania fali) zostaty dobrane w taki sposéb, aby zapewnié mono-
tonicznos¢ wykresu 6,(d) w przedziale $rednic 5-8 um. Do aproksymacji danych
z rysunku 13a proponuje si¢ wykorzystanie szeregu potggowego stopnia N:

6,_(d)=pyd™ +...+ p,d* + pd + p, (3)

gdzie po, p1, ..., py S8 parametrami szeregu potegowego, obliczanymi metoda naj-
mniejszych kwadratéw.

Whnioskowanie odwrotne w procesie estymacji srednicy wiékna sprowadza si¢ do
poszukiwania pierwiastkéw réwnania (3). Problemem jest dobér stopnia modelu, kté-
ry zapewni kompromis migdzy dokladnoscig opisu danych i rozsadng liczbg parame-
tréw. Rozwiazanie moze polegaé na sformulowaniu funkcji kryterialnej, bedacej mia-
ra dopasowania modelu odwrotnego do danych pomiarowych. Taka funkcja jest
norma rezydudw:



31

~

IR [I=][d-d]| @

gdzie d jest wektorem rzeczywistych srednic, a d jest wektorem estymat $rednicy. Na
rysunku 13b przedstawiono wykres ||R4| w funkcji stopnia N wielomianu aproksymujace-
go. Stopniowa redukcja liczby parametréw pokazuje, ze zmiany |[R/ sa niewielkie az do
N =4. Wedle kryterium (4), wielomian stopnia czwartego mozna uzna¢ za optymalny.
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Rys. 13. a) Wykres danych eksperymentalnych, uzyskanych w drodze symulacji pola rozproszonego
na widknie szklanym za pomoca modelu Lorenza-Mie, b) norma rezyduéw srednicy jako funkcja
stopnia wielomianu aproksymujacego dane z wykresu a) (A9 = 0,43 um, AA = 0,32-0,54 pum, N = 2201,
szkto Schott N-PSK3, ¢'=10°, A0=0,02°)

Fig. 13. a) Angular location of the 1* dark fringe in the scattered field vs. fibre diameter according
to Lorenz-Mie theory (reference data), b) norm of diameter residuals vs. degree of polynomial fitting
data points from fig. a)

Kolejnym zagadnieniem procesu estymacji jest ocena doktadnosci estymacji $red-
nicy widkna. Ocena taka powinna obejmowaé zbadanie wpltywu bigdéw systematycz-
nych, btedéw losowych, a takze niedoktadnosci aproksymacji danych eksperymental-
nych (niedoktadnosci modelu odwrotnego) [62]. Wyniki takiej oceny dla wybranych
warunkéw eksperymentu zebrano w tabeli 1, przy czym z analizy wylaczono wplyw
bledu przypadkowego na wynik, ze wzglgdu na czasochtonny charakter obliczen pola
rozproszonego. Przyjgto, ze blad systematyczny jest konsekwencja réznicy migdzy
aktualnymi warunkami pomiaru i warunkami odniesienia, dla ktérych eksperyment
pomiarowy jest optymalizowany. Poddano ocenie wplyw zmiennosci takich parame-
tréw, jak: parametry promieniowania o$wietlajacego (szczytowa dtugos¢ fali, A, sze-
rokos¢ potéwkowa widma, fwhm), kat padania wiazki o$wietlajacej na wiékno (¢), kat
polaryzacji (), parametry morfologiczne widkna (wspéiczynnik zatamania n, wspét-
czynnik ekstynkcji, k). Zatozono, ze przemieszczenie wiékna w obrgbie objgtosci
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pomiarowej nie wplywa na pole rozproszone w zakresie niewielkich katow rozprosze-
nia. Takie zalozenie jest uzasadnione pod warunkiem zastosowania skolimowane;j
wiazki promieniowania i optyki Fouriera [18, 60]. Niepewnos¢ okreslenia wspdlczyn-
nika zatamania szkla przyjeto jako wypadkowsg jego anizotropowych i izotropowych
zmian w procesie produkeji [74]. Srednica nominalna wiékna wynosi 7 um.

Maksymalna niepewnoéé estymaciji srednicy wynosi 1,6%, przy czym niedoktad-
no$¢ modelu odwrotnego dla warunkéw odniesienia jest réwna 0,016% (tab. 1). Naj-
bardziej znaczacy wplyw na niepewnos$¢ estymacji $rednicy ma blad systematyczny
wynikajacy ze zmiennosci ¢ oraz Ao. Wplyw ¢ powinien by¢ starannie zbadany
w ramach praktycznej implementacji dyfraktometrii wysokiej rozdzielczosci. Jesli
zmiany tego kata przyczyniaja sie¢ do powstawania niedopuszczalnie duzego biedu
pomiaru, nalezy rozwazy¢ mozliwos¢ przeprowadzenia eksperymentu pod wigkszym
katem nachylenia, co jednak wiaze si¢ ze zmiang parametréw promieniowania (fwhm,
Ao) w celu uzyskania monotonicznych zmian potozenia pierwszego ciemnego prazka
w funkcji zmian $rednicy badanego widkna (rozdz. 2.3.2).

Poréwnywalne wyniki estymacji srednicy widkna uzyskano dla konfiguracji elek-
trycznej (TE-TE) uktadu pomiarowego oraz dla innych wartosci $rednic z przedziatu
5-8 um [74].

Tabela 1. Wyniki estymacji $rednicy widkna dla wybranych parametréw eksperymentu
(d=7 um, TM-TM, A6=0,001°)
Table 1. Fibreglass diameter estimation for the experiment parameters assumed

Parametry eksperymentu OdpowiedZ modelu odwrotnego

Parametr* | Warunki odniesienia | Przedzial zmiennosci d (um) & (%)
Ao (um) 0,43 + 0,001 0,24
fwhm (nm) 65 +] -0

¢ (deg) 10,00 +0,1 700 1

7 (deg) 90 +0,] ’ 0,006

n (A) 1,5637 + 0,025 0,023
K 1E-8 1E-8—1E-7 -0

* Nie stwierdzono wptywu parametru na dw przyjetej rozdzielczosei symulacji kata rozproszenia.

3. INTERFEROMETRIA W OBSZARZE TECZY

3.1. NATURA TECZY MONOCHROMATYCZNEJ
POWSTAJACEJ NA WLOKNIE SZKLANYM

Rozpraszanie fali na czastce charakteryzujacej si¢ niska ttumiennoscia, wysokim
stopniem symetrii osiowej i Srednicg znacznie wigksza od dtugosci fali promieniowa-
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nia prowadzi do wielu obserwowalnych w polu rozproszonym zjawisk optycznych,
w tym zjawiska tgczy. W warunkach naturalnych obserwuje si¢ najcze¢sciej tzw. tgcze
pierwszego rzedu. Rzadziej mozna zaobserwowaé tecze drugiego rzedu, ktéra cha-
rakteryzuje si¢ nieco mniejszym natezeniem i inwersja barw'. Obszar miedzy tecza
pierwszego i drugiego rzedu nosi nazwe pasma Aleksandra®.

W wyniku rozproszenia elementarnej fali elektromagnetycznej o dlugosci 4 po-
wstaje tecza monochromatyczna. Szczegétowe studia nad mechanizmem powstawania
teczy monochromatycznej zebrane sq m.in. w pracy Adama [2] oraz Lee i Frasera
[41]. Tecza wielobarwna moze byé uwazana jako niekoherentna superpozycja rozpro-
szonych fal elementarnych z zakresu widmowego swiatla rozpraszanego [39, 42].

Na wykresie nat¢zenia promieniowania rozproszonego na homogenicznym widk-
nie szklanym w funkcji kata rozproszenia, obliczonym wedtug teorii Lorenza-Mie,
widoczne sa dwa obszary o podwyzszonym natg¢zeniu (rys. 14a). Struktura prazkowa
umiejscowiona w obszarze katéw powyzej 155° to tecza pierwszego rzg¢du, natomiast
struktura widoczna w kacie rozproszenia 94° i mniejszych to tgcza drugiego rzedu.
Szczytowe natezenie tgczy pierwszego rzedu jest prawie pigciokrotnie wigksze dla
wybranych warunkéw symulacji.

Zrozumienie natury teczy umozliwia metoda rozwinigcia rozproszonego pola
elektromagnetycznego w szeregi Deby’ego [43]. Poszczegdlne sktadniki tego szeregu
interpretowane sa jako indywidualne komponenty rozproszone w rozumieniu optyki
geometrycznej, co umozliwia obserwacj¢ udzialu komponentéw ugigtych, odbitych,
wielokrotnie rozproszonych i fal powierzchniowych w tworzeniu pola wypadkowego.
Petny obraz pola rozproszonego uzyskuje si¢ po uwzglednieniu nieskonczonej liczby
komponentéw rozproszonych.

Na rysunku 14b przedstawiono wyniki dekompozycji pola rozproszonego w obsza-
rze tgczy pierwszego rzedu, wykonanej metoda szeregéw Deby’ego. Wyrdzniono jeden
promien odbity od powierzchni wtékna (rzgdu p = 0) i dwa promienie zatamane po jed-
nym wewnetrznym odbiciu (p = 2). Promienie rzedu drugiego cechuja si¢ zblizonymi
drogami optycznymi, pordwnywalnymi amplitudami, opuszczaja wiékno pod tym sa-
mym katem, ale maja odmienne katy padania. Ich interferencja w polu dalekim jest po-
wodem powstania wyraznego, regularnego obrazu prazkowego, nazywanego tecza Airy.
Z kolei wplyw promienia p = 0 ujawnia si¢ w postaci wysokoczgstotliwosciowej struk-
tury (ang. ripple structure) modulujacej tecze¢ Airy. Wektorowa suma pél reprezentowa-
nych przez promienie p = 0 i 2 daje w wyniku pole zblizone do rzeczywistego, aprok-
symowanego duzg liczba komponentéw w rozwinig¢ciu Deby’ego (p = 0-30).

Pole rozproszone w obszarze teczy drugiego rzedu ma bardziej skomplikowang
nature. W obszarze tym dominuja promienie: p = 0 (promien odbity), p = 3 (dwa pro-

YW literaturze tecza pierwszego/drugicgo rzedu nazywana jest czasami tecza pierwolna/wtorna.
% Grecki filozof, ktéry studiowat nature teczy i jako pierwszy opisat ciemny obszar pomigdzy tecza
pierwszego i drugicgo rzedu.
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Rys. 14. Natgzenie pola rozproszonego (jednostki dowolne) na wldknie o $rednicy 125 pm
w funkeji kata rozproszenia w obszarze tgezy 1. i 2. rzgdu, wedlug teorii Lorenza-Mie (a)
oraz szeregdw Deby’ego (b, ¢) (A =10,6328 um, m = 1,4957 + 0, £= 90°)
Fig. 14. Lorenz—Mie (a) and Debye series (b, ¢) calculations of scattered intensity (in arbitrary units)
vs. scattering angle for the primary and secondary rainbow and a {ibre of 125 um diameter
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mienie zalamane po dwoch wewngtrznych odbiciach) i p = 1 (promien zalamany bez
wewngetrznych odbid) (rys. 14c). Wektorowe dodanie pol reprezentowanych przez te
promienie daje w wyniku wykres natgzenia zblizony ksztaltem do wykresu odniesie-
nia, uwzgledniajacego komponenty 0-30. Przez interferencje promieni p = 3 powstaje
tgcza Airy, lecz polozenie i amplituda jej prazkdw znacznie odbiega od tych obser-
wowanych na wykresie odniesienia. Podobnie jak w przypadku teczy pierwszego rze-
du, wysokoczgstotliwosciowa struktura modulujaca teczg Airy jest wynikiem wplywu
promienia odbitego.

W celu uzupelnienia opisu rozproszenia fali w obszarze tgczy na rysunku 14b i ¢
schematycznie zaznaczono udzial fal powierzchniowych propagujacych si¢ we wiok-
nie, bedacym de fucto mikrorezonatorem optycznym [24, 27, 80]. Fale te przyczyniaja
si¢ do powstawania mikrostrukturalnych pikéw rezonansowych (MDR) na wykresach
natgzenia fali rozproszonej w funkcji zmian srednicy widkna (rozdz. 2.2).

Wedlug klasycznych praw opartych na optyce geometrycznej, sformulowanych
przez Descartesa w XVII wieku [41, 52], wérédd promieni co najmniej drugiego rzgdu
istnieje taki promien, ktéry opuszcza czastk¢ pod najmniejszym mozliwym katem
dewiacji od kierunku pierwotnego (padania). Promien taki nazywany jest promieniem
Descartesa, a odpowiadajacy mu kat rozproszenia — katem Descartesa

0, =(p-m+20"-2p0] )

gdzie p = 2 dla teczy pierwszego rzedu, p = 3 dla teczy drugiego rzedu itd., 8°, 6 —
katy padania i zalamania promienia Descartesa, ktore zdefiniowane sg wzgledem nor-
malnej do powierzchni cylindra i wynikaja z prawa Snella. Katy Descartesa tgczy
pierwszego i drugiego rz¢du zostaly zaznaczone odpowiednio na rysunku 14bic.

Warto zauwazy¢, ze kat Descartesa wedlug (5) jest funkcjg wspolczynnika zala-
mania czastki, ale nie zalezy od jej srednicy. Fakt ten sluszny jest w dziedzinie praw
optyki geometrycznej, opisujacej z dobra dokladnoscia zjawisko rozproszenia fali
wowcezas, gdy rozmiar czastki jest duzo wigkszy od dlugosci fali.

Tecze wyzszych rzeddw niz drugi sa trudne do zaobserwowania ze wzglgdu na nie-
wielka amplitud¢ komponentow pola warunkujacych ich powstanie. Obrazuje to rysunek
15, na ktorym przedstawiono tecze o rzedach 1-7. W specyficznych eksperymentach la-
boratoryjnych, w polu rozproszonym na czgstce sferycznej oswietlonej silnie skupiong
wigzka laserows, udalo si¢ jak dotad zaobserwowac tgcze nawet 200. rzedu [54].

Obserwacje wplywu srednicy widkna na tgcze pierwszego i drugiego rzedu umozliwia
rysunek 16. Tgeza Airy powstajaca na widknie o niewielkim parametrze rozmiarowym Xx
(x = md/ A, gdzie d jest srednicg widkna, 4 — dlugosciq fali) jest silnie znieksztalcona przez
komponenty pola ulegajace dyfrakcji na widknie i odbiciu od jego powierzchni. Wraz ze
zwigkszaniem $rednicy, obserwuje si¢ wzrost energii pola rozproszonego w obszarze obu
tecz 1 wyrazne zarysowanie pasma Aleksandra, w ktérym komponenty rozproszone dru-
giego rzgdu i trzeciego nie moga istnie¢ wedlug praw wyrazonych przez Descartesa.
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Rys. 15. Dekompozycja pola rozproszonego na widknie na skladowe rzgdu p metodg szeregéw Deby’ego.
Widoczne sg tecze rzedu 1-7 (4 = 0,6328 pm, TM-TM, m = 1,4957 + 0, {'=90°)
Fig. 15. Debye series decomposition of scattered intensity (in arbitrary units) vs. scattering angle.
The rainbows of order 1-7 manifest themselves in different angular regions
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Rys. 16. Wplyw srednicy widkna na pole rozproszone w obszarze tgczy pierwszego i drugiego rzgdu
(A=0,6328 pm, TM-TM, m = 1,4957 + 0, {=90°%
Fig. 16. Scattered intensity (in arbitrary units) vs. scattering angle for different fibre diameters
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Struktura tgczy jest odmienna dla dwdch ortogonalnych stanéw polaryzacyjnych —
magnetycznego (TM-TM) i elektrycznego (TE-TE). Wyrazny obraz prazkowy po-
wstaje tylko dla polaryzacji magnetycznej (rys. 14a). Rozréznienie polaryzacyjne wy-
nika z tego, ze znaczna czgs¢ energii pola $wietlnego spolaryzowanego elektrycznie
ulega zatamaniu na granicy widkno-otoczenie pod katem réwnym lub zblizonym do
kata Brewstera, a tylko nieznaczna czeg$¢é rozpraszana jest do obszaru teczy [38].

Mechanizmy fizyczne powstawania teczy monochromatycznej, w zakresie pojeé
i praw formutowanych przez optyke geometryczna, sq podobne do homogenicznego
cylindra i homogenicznej sfery. Dlatego tez droga modelowania matematycznego
teczy — prowadzaca do uproszczonych modeli zjawiska, na przyktad z wykorzysta-
niem catki Airy i zasad Huygensa-Fresnela i Pottera [2] - jest jednakowa dla obu
typow czastek [3, 46]. Symulacje teczy z zastosowaniem Scislej teorii Lorenza-Mie
wskazuja jednak na istnienie pewnych réznic migdzy tgcza powstajaca na cylindrze
i sferze. W przypadku teczy pierwszego rzedu roznice te majg postaé wzajemnego
przesunigcia katowego prazkéw {23].

3.2. ZARYS PROBLEMATYKI WYKORZYSTANIA TECZY MONOCHROMATYCZNEJ
W POMIARZE CECH FIZYCZNYCH SZKLANEGO WEOKNA

Ztozona natura pola rozproszonego w obszarze tgczy jest przyczyng trudnosci
w jednoznacznym ustaleniu zwigzkéw przyczynowo-skutkowych migdzy cechg ob-
serwowanego pola a wlasciwoscia fizyczna badanego widkna, ustalang w procesie
estymacji. Problem ten ilustruja wykresy poziomicowe nat¢zenia fali monochroma-
tycznej, rozproszonej na homogenicznym widknie szklanym, w funkcji kata rozpro-
szenia (@) i srednicy widkna (d) (rys. 17). Wykresy obrazuja, ze potozenie katowe
ciemnych i jasnych prazkéw teczy nie jest monotoniczng funkcja Srednicy widkna.
Widoczne na rysunku 17b zaktdcenia o charakterze periodycznym (~0,21 pum), nato-
zone na wykres pragzkéw Airy, wynikaja w gtdwnej mierze z wptywu promieniowania
odbitego od powierzchni widkna. Na wykresach natgzenia pola w funkcji kata rozpro-
szenia (rys. 14b i ¢) wplyw promieniowania odbitego ujawnia si¢ w postaci wysokocze-
stotliwosciowego sygnatu modulujacego tecze Airy, ktérego czestotliwosé i faza sa
czule na zmiany Srednicy wldkna. Na polozenie i ksztalt prazkéw tgczy ma réwniez
wplyw promieniowanie wielokrotnie rozproszone we wtdknie, ujawniajace si¢ w postaci
mikrostrukturalnych pikéw rezonansowych (MDR), widocznych na rysunku 17c.

Wykorzystywane obecnie metody analizy tgczy monochromatycznej pod katem
estymacji cech fizycznych obiektu rozpraszajacego falg ukierunkowane sg tréjwatko-
WO.

3.2.1. MODYFIKACJA CECH ZAREJESTROWANEGO SYGNALU TECZY

Do tej grupy metod analizy teczy zaliczono te, ktére modyfikuja oryginalny, zare-
jestrowany sygnat teczy monochromatycznej w celu uproszczenia jego analizy i bu-



38

dowy nieskomplikowanych modeli fizycznych i matematycznych teczy. Wykorzysty-
wane metody analizy operuja zarowno w dziedzinie przestrzeni, jak i w dziedzinie
czestotliwosci. Matematyczna obrobka sygnalu teczy napotyka jednak liczne trudno-
$ci, jest to bowiem sygnat nieperiodyczny o ztozonym widmie [74, 78].

a) Tecza 1-go rzedu

~0.21 jim

Sradnica wiokna o [um])

158 160
& (deg)

5
154 158 162 166 170 156 156.5 157 1575 158 1585 159
Kat rozproszenia & [deg] # [deg]

Rys. 17. Wykresy poziomicowe natgzenia pola rozproszonego w funkeji kqta rozproszenia i $rednicy
szklanego wldkna wg teorii Lorenza—Mie (obszar teczy 1. rzedu) (4= 10,6328 um, TM-TM,
m=1,4957 + 1E-8, £'=90°, (a, b): Ad= 0,01 pm, AG=0,01°, (c): Ad = 0,001 pm, A@=0,001°)
Fig. 17. Mie simulations of scattered intensity vs. scattering angle and fibreglass diameter
(primary rainbow)

Powszechnie wykorzystywang technika analizy jest filtracja dolnoprzepustowa sy-
gnalu teczy, ktora umozliwia wyttumienie sktadowej wysokoczgstotliwosciowej [58,
67, 80]. Prosta filtracja dolnoprzepustowa z jednej strony redukuje niepozadane skla-
dowe tegczy, z drugiej zas strony wprowadza przesunigcie fazy do zarejestrowanego,
oryginalnego sygnalu tgczy, co oznacza zmiang polozenia katowego jej prazkow.
W konsekwencji polozenie prazkow teczy zalezy od parametréw filtru. Problem
zmiany fazy moze byc teoretycznie rozwiazany przez zastosowanie filtracji rownole-
glej [60] — zmierzony sygnal teczy i sygnat odniesienia, uzyskany przez symulacje¢
z wykorzystaniem teorii Lorenza-Mie, filtrowane sa tym samym filtrem, przez co
niepozadane przesunigcie fazy jest jednakowe dla obu sygnaldw. Metoda filtracji
rownoleglej wymaga jednak apriorycznej wiedzy o badanym obickcie i fizyce procesu
rozpraszania dla wygenerowania danych poréwnawezych.

Kolejne ograniczenie prostych metod filtracyjnych w analizie teczy wynika z tego,
ze sktadowa wysokoczgstotliwosciowa teczy jest czula na zmiany wlasciwoscei fizycz-
nych czastki. Utrudnia to znaczaco estymacj¢ srednicy czy wspolczynnika zatamania
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w szerokim zakresie ich zmian. Problem ten moze zosta¢ rozwiazany przez wstepna,
zgrubng estymacj¢ danego parametru czastki, umozliwiajaca dobranie parametréw
filtru, a nastgpnie wykonanie ponownego pomiaru z filtracja.

Do metod analizy, ktére modyfikuja zmierzony sygnat tgczy, nalezy zaliczy¢ me-
tody analizy widmowej. Bardzo ilustratywny sposéb interpretacji widma teczy, wyko-
rzystujacy reguty optyki geometrycznej dla eksperymentu Younga z podwdjng szcze-
ling, podaja van Beeck i Riethmuller [80]. Autorzy dowodza, ze poszczegdlne
maksima widma tgczy mozna interpretowaé jako rezultat wzajemnych interferencji
komponentéw geometrycznych tworzacych tecze (promieni rzedu p =0, 1, 2, ...). Nie-
ktére maksima widmowe sg przy tym trudno wyréznialne, a nawet niemozliwe do
zaobserwowania, sygnal tgczy bowiem jest nieperiodyczny w dziedzinie przestrzeni.
Trudnosci w estymacji parametréw widmowych (np. potozenia prazkéw charaktery-
stycznych) sa szczegdlnie duze, gdy czastka rozpraszajaca falg charakteryzuje sig¢
niewielkim parametrem rozmiarowym (x << 500). Dla takiej czastki reprezentacje
widmowe tgczy Airy i wysokoczgstotliwosciowej sktadowej modulujacej teczg Airy
leza blisko siebie [82]. Kluczowa rolg w procesie estymacji parametréw widmowych
odgrywaja: kat poczatkowy i zakres katowy pola rozproszonego poddanego transfor-
macie, rodzaj zastosowanego okna DFT, a takze metoda estymacji.

Trudnosci w interpretacji widma tgczy sprawiaja, ze postgpowanie odwrotne
w procesie estymacji cech fizycznych czastki przyjmuje czgsto form¢ dopasowywania
si¢ do danych eksperymentalnych, abstrahujac tym samym od rzeczywistych zjawisk
fizycznych zachodzacych podczas rozpraszania fali [23, 25, 69].

3.2.2. MODYFIKACJA TECZY PRZEZ ZMIANE PARAMETROW POLA

Opisane metody analizy tgczy, ukierunkowane na wyodrgbnienie informacji istot-
nych ze wzgledu na przyjecie zwykle uproszczonego modelu matematycznego zjawi-
ska rozpraszania fali, w mniejszym lub wigkszym stopniu modyfikuja tgczg. Na pew-
nym etapie analizy dokonywana jest filtracja sygnatu zarejestrowanego przez detektor,
nie jest mozliwa bowiem przestrzenna separacja komponentéw pola rozproszonego, tj.
dyfrakcji od sktadnikéw zalamanych i odbitych, jedno- i wielokrotnie. W ramach teo-
rii Lorenza—Mie takie oddzielenie mozliwe jest przez modyfikacj¢ parametréw prze-
strzennych 1 widmowych pola padajacego.

Ksztaltowanie tgczy za pomocg modyfikacji pola padajacego jest podstawg dzialania
metody, w ktérej dokonywana jest czasowa separacja komponentéw pola rozproszonego
[9, 48-50]. W tym celu wykorzystywany jest laser femtosekundowy, o$wietlajacy badang
czastke ultrakrétkimi impulsami promieniowania. Dzigki réznym czasom propagacji przez
czastke komponentéw, tworzacych pole rozproszone, otrzymuje si¢ ich czasowg separacje
na detektorze. Taka separacja w przypadku komponentéw warunkujacych powstanie teczy
Airy jest bardzo efektywna, poniewaz drogi propagacji skladowych tworzacych teczg Airy
sq zblizone, ale réznia si¢ znacznie od drogi propagacji komponentu odbitego (p = 0),
odpowiedzialnego za powstawanie sktadowej wysokoczgstotliwosciowe;.
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W metodzie opisanej przez Méésa i in. [51] modyfikuje sie z kolei parametry prze-
strzenne wigzki o$wietlajacej. Badana czastke umieszcza sie w polu silnie skupionej
wiazki lasera o $rednicy przewegzenia znacznie mniejszej od $rednicy czastki. Prze-
mieszczajac precyzyjnie wiazke lasera po powierzchni czastki, mozna wytworzyé
teczg, ktdra jest wynikiem interferencji tylko komponentéw warunkujacych powstanie
teczy Airy. Metoda ta jest jednak niepraktyczna w wiekszos$ci zastosowarn ze wzgledu
na trudnosci w precyzyjnym ogniskowaniu wiazki promieniowania [4].

W rozdziale 3.3 niniejszej pracy opisano, opracowang przez autoréw, metode
wytworzenia teczy, ktéra polega na modyfikacji wlasciwosci widmowych wiazki
oswietlajace;j.

3.2.3. ANALIZA NIEZMIENIONEGO SYGNALU TECZY

Jak wynika z rysunku 17b, potozenie prazkéw teczy Airy nie jest monotoniczna
funkcja srednicy widkna, lecz sktadowa wysokoczgstotliwosciowa, w okresie zmian
srednicy ~0,21 um dla przyjetych warunkéw symulacji, przesuwana jest w kacie rozpra-
szania o jeden okres. Mozliwe jest zatem $ledzenie zmian $rednicy badanej czastki
w przedziale znacznie mniejszym niz dtugos¢ fali promieniowania o$wietlajacego przez
obserwacj¢ zmiany potozen prazkéw struktury wysokoczestotliwosciowej [23]. Proble-
mem tego typu analizy jest obecno$¢ mikrorostrukturalnych pikéw rezonansowych
(MDR), widocznych na rysunku 17¢, wptywajacych na potozenie prazkdw teczy.

3.3. ANALIZA TECZY PIERWSZEGO RZEDU POWSTAJACEJ
W WYNIKU ROZPROSZENIA QUASI-MONOCHROMATYCZNEGO,
NIEKOHERENTNEGO PROMIENIOWANIA
NA SZKLANYM WEOKNIE POD KATEM POMIARU SREDNICY WEOKNA

3.3.1. WPLYW QUASI-MONOCHROMATYCZNEGO,
NIEKOHERENTNEGO PROMIENIOWANIA NA TECZE

Stworzenie szczegblowego opisu rozproszenia quasi-monochromatycznego, cza-
sowo nickoherentnego promieniowania optycznego na czastce, wymaga zastosowania
metod optyki statystycznej. Uproszczona metoda symulacji nat¢zenia rozproszonego
polega na niekoherentnym sumowaniu udziatu kazdej z niezaleznie rozproszonych fal
czastkowych z widma promieniowania. Aspekty symulacji przedyskutowano w roz-
dziale 2.3.1.

Rozproszenie quasi-monochromatycznego, niekoherentnego promieniowania na
czastce mozna poréwnaé do dziatania systemu liniowego, niezmiennego w przestrzeni,
LSI (ang. Linear Shift-Invariant; rys. 18). Sygnalem wejsciowym tego systemu jest
funkcja natgzenia pola rozproszonego od kata rozproszenia, I,(6), zmierzona w warun-
kach o$wietlenia promieniowaniem monochromatycznym, natomiast sygnalem wyj-
$ciowym jest analogiczna funkcja 1/(6), ale zmierzona w warunkach o$wietlenia pro-
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mieniowaniem quasi-monochromatycznym i niekoherentnym. System LSI przetwarza
sygnal wejsciowy na wyjsciowy z wykorzystaniem odpowiedzi impulsowej h(6).

Liniowos¢ opisywanego systemu wynika z tego, ze natgzenie fali rozproszonej
wynika z niekoherentnej superpozycji fal czastkowych z widma promieniowania
oswietlajacego. Z kolei niezmienno$¢ w przestrzeni wynika z faktu, ze jesli /,(6) —
1.(0),t0 I,(6 - &) — 1.(6-6,).
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Ge-5 Ls| 0.007
5e-5 0.006
45 1(0) 1(8) 3 oo
s — > h(0) = g0
2e- ] J hf\ . 0.002 /\ J\ /
1e- I 0.001
'] -&L—_f ,..1'“ — rU 0.000 £
B0 162 164 54 156 158 160 162 164

154 156 158 1
& [deg] @ [deg]

Is fau)
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»oo

Rys. 18. Dzialanie quasi-monochromatycznego, nickoherentnego promieniowania optycznego
jako ukladu liniowego, niezmiennego w przestrzeni (LSI)
Fig. 18. Analogy between scattering of quasi-monochromatic, non-coherent radiation and a linear,
shift-invariant system (LSI)

0 [deg]

Rys. 19. Wplyw szerokosci widmowej (fwhm) promieniowania na tgezg pierwszego rzgdu, powstajacy
na wléknie szklanym (4o = 0,6328 um, AA = 0,5228-0,7428 pum, N = 2201, TM-TM, d = 125 pm,
szklo Schott NPK52A, k= 1E-8, {=90° A8=0,01%)

Fig. 19. Influence of source spectral line half-width (fiwhm) on primary rainbow scattered by a fibreglass

Przetwarzanie sygnalu wejsciowego przez system mozna utozsamiaé z filtracja
dolnoprzepustowg. Fakt ten ilustruje wykres natgzenia pola rozproszonego w obszarze



42

teczy pierwszego rz¢du, wykonany dla réznych szerokosci potléwkowych widma pro-
mieniowania (fwhm; rys. 19). Dla coraz wigkszych fwhm widoczna jest stopniowa
redukcja wysokoczgstotliwosciowych sygnatéw modulujacych tgcze Airy. Redukcja ta
dokonuje si¢ na zasadzie nickoherentnego usredniania tgczy w dziedzinie przestrzeni.
Rysunek 20a—-d umozliwia doktadng obserwacj¢ zmian polozenia katowego wy-
branych prazkow tgczy pierwszego rzgdu w funkcji srednicy wiékna. Oscylacje poto-
zenia prazkow, wynikajace z obecnosci wysokoczgstotliwosciowych sygnaldw zakio-
cajacych, zmniejszaja si¢ w wyniku poszerzania fwhm. Zaktécenia maja przy tym
wigkszy wplyw na polozenie prazkéw jasnych niz prazkéw ciemnych (por. prawa
i lewa kolumna; rys. 20). Ponadto wptyw zaklécen na potozenie prazka jest tym bar-
dziej widoczny, im blizej kata Descartesa znajduje si¢ prazek (por. wiersze; rys. 20).
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Rys. 20. Polozenie katowe wybranych prazkéw teczy z rysunku 19 w funkcji $rednicy widkna (d): (a, b):
odpowiednio pierwszy i drugi ciemny prazek, (c, d): odpowiednio pierwszy i drugi jasny prazek
(A0=0,001° Ad = 0,1 um, pozostale parametry jak dlarys. 19)

Fig. 20. Angular location of rainbow fringes from fig. 19 vs. fibreglass diameter and source spectral line
half-width: (a, b): 1" and 2™ dark fringe respectively (c, d): 1* and 2™ bright fringe respectively

Istotng kwestig jest zbadanie relacji fazowych pomigdzy sygnalem wejsciowym
i wyjsciowym omawianego systemu LSI. Innymi stowy, poszukiwana jest odpowiedz
na pytanie, czy zmiana parametréw promieniowania o$wietlajacego wptywa na prze-
sunigcie teczy w kacie rozproszenia. Symulacje potozenia katowego dwdéch pierw-
szych jasnych i ciemnych prazkéw (poczawszy od kata Descartesa), przeprowadzone
z wysoka rozdzielczoscig (0,0001°), wskazuja, ze fwhm wplywa na polozenie katowe
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prazkéw, a w konsekwencji takze na zmiany polozenia tgczy w polu rozproszonym
(rys. 21). Nie jest to jednak wplyw znaczacy.
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Rys. 21. Wplyw szerokosci widmowej (fiviun) na polozenic katowe: a) pierwszego (6,.) i drugiego (0,.)
ciemnego prazka, b) pierwszego (6,,) i drugiego () jasnego prazka tgezy pierwszego rzg¢du
powslajacej na wldknie szklanym (A0=0,0001°, pozostale parametry jak dla rys. 19)

Fig. 21. Influence of source spectral line half-width (fiwfim) on angular location of the a) 1™ (G.)
and 2™ (6,.) dark fringe, b) 1 (0,,) and 2" (&) bright fringe

a) fwhm =5 nm b) fwhm = 40 nm
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Rys. 22. Rozktad unormowanego natgzenia promieniowania wewnatrz wiékna szklanego
i w polu bliskim w plaszczyZnie rozpraszania: a) fiwhm = 5 nm, b) rezonansowe rozpraszanie
promieniowania wewnatrz wiékna przy fivhm = 40 nm (4 = 0,6328 um, AA = 0,5748-0,6908 pm,
N =465, TM-TM, d = 100 um, szklo Schott N-PSK3, k= 1E-8, {'=90°)
Fig. 17. Normalized internal and near-ficld external intensity distributions for a fibreglass over
a scattering plane: a) fwhm = 5 nm, b) resonant scattering of internal field at fiwim = 40 nm



44

Rozpraszanie quasi-monochromatycznego, niekoherentnego promieniowania nie
wyklucza zaistnienia rezonansowego rozpraszania fali, ujawniajacego si¢ w polu bli-
skim lub wewngatrz widkna. Taka sytuacje obrazuje rysunek 22a i b — rezonans we-
wnetrzny jest niewidoczny dla promieniowania o 5 nm fiwhm, lecz powstaje przy
zwigkszeniu fwhm do 40 nm. Nie zaobserwowano jednak wptywu takiego rezonansu
na potozenie prazkéw teczy w polu dalekim w przyjetej rozdzielczo$ci symulacji kata
rozproszenia rownej 0,01°,

3.3.2. MODELOWANIE TECZY

Tecza wedlug szeregow Deby 'ego

Jak zauwazono w rozdziale 3.3.1, stworzenie $cistego opisu zjawisk towarzysza-
cych rozpraszaniu quasi-monochromatycznego, niekoherentnego promieniowania
wymaga wykorzystania metod optyki statystycznej. Jesli idzie o makroskopowe rezul-
taty rozproszenia, proces poznawczy mozna jednak ograniczy¢ do fundamentalnych
zjawisk, ktore determinujg postac pola rozproszonego. Takg analiz¢ umozliwia meto-
da rozwinigcia pola rozproszonego pola elektromagnetycznego w szeregi Deby’ego,
w ktérych poszezegdlne sktadniki moga by¢ interpretowane jako indywidualne kom-
ponenty rozproszone w rozumieniu optyki geometrycznej [43].

Na rysunku 23a przedstawiono pordwnanie dwoch wykreséw natgzenia pola rozpro-
szonego w obszarze teczy pierwszego rzedu na szklanym widknie o srednicy 125 pm.
Wykres pierwszy przedstawia pole rozproszone bedace wynikiem rozpraszania quasi-
monochromatycznego, niekoherentnego promieniowania, natomiast wykres drugi — pole
rozproszone wektorowej sumy komponentéw rzedu p = 2 (promienie zatamane po jed-
nym wewngtrznym odbiciu, por. rys. 14b) wedlug rozwinigcia Deby’ego. Z rysunku
widacé, ze polozenia jasnych i ciemnych prazkéw obu tgcz pokrywajg si¢. Prowadzi to
do wniosku, ze pole rozproszone w obszarze teczy, powstajacej w wyniku rozprosze-
nia quasi-monochromatycznego, niekoherentnego promieniowania, moze by¢ uwaza-
ne jako rezultat interferencji promieni rzedu p = 2, dzigki ktéorym powstaje tecza Airy.
Wiernos¢ reprezentacji Airy zalezy oczywiscie od warunkdw, wplywajacych na re-
dukcje wplywu skfadowych odbitych i wielokrotnie rozproszonych na dalekie pole
rozproszone, m.in. od szerokosci widmowej promieniowania.

Podobne wyniki interpretacji pola rozproszonego wedlug szeregéw Deby’ego dla
obszaru teczy drugiego rzedu przedstawiono na rysunku 23b. W rozwinigciu Deby’ego
uwzgledniono promienie rzgdu p = 3 (promienie zalamane po dwdch wewnetrznych
odbiciach por. rys. 14c).

Konkluzja plynaca z podanych obserwacji jest taka, ze ztozone zjawisko rozpra-
szania quasi-monochromatycznego, niekoherentnego promieniowania moze by¢ roz-
patrywane jako wynik wektorowej superpozycji komponentéw odpowiedzialnych za
powstanie teczy Airy, bedacych rezultatem rozpraszania fali monochromatycznej.
Konkluzja ta ma duze znaczenie praktyczne ze wzgledu na budowe aproksymacyjnych
modeli tgczy.
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Rys. 23. Poréwnanie tgezy pierwszego (a) i drugiego (b) rzgdu, powstajacej w wyniku rozproszenia
promieniowania nickoherentnego o szerokosci widmowej fwhm z rozwinigciem Debyego
teczy monochromatycznej wzgledem komponentéw rzgdu p=2 (a)ip =3 (b)
(k= 0, pozostale parametry jak dla rys. 19)
Fig. 23. Primary (a) and secondary (b) rainbow according to Mie scattering of quasi-monochromatic, non-
coherent radiation and Debye series calculation for the rays of order p =2 (a) and p =3 (b)

Aproksymacyjny model matematyczny teczy wedtug skorygowanej teorii Airy

Klasycznym modelem aproksymacyjnym zjawiska tgczy, wykorzystywanym
w pomiarach cech obiektéw rozpraszajacych fale monochromatyczna, jest model Airy
[13, 68, 78, 79]. Wierno$¢ symulowanego pola przez model Airy jest akceptowalna
woéwczas, gdy czastka rozpraszajgca falg charakteryzuje si¢ znacznym parametrem
rozmiarowym, x > 5000 [81] (dla poréwnania x = 620 w przypadku wiékna o srednicy
125 um, o$wietlonego falg o dlugosci 0,6328 wm). Wedtug teorii Airy, natezenie fali
rozproszonej w polu dalekim w sasiedztwie tgczy pierwszego rzedu, w warunkach gdy
fala padajaca spolaryzowana jest magnetycznie (TM), opisuje wzor [46]

Tl F dx'"? .{—x”%j

I(e’x’”)= h2/3 h1/3
2 2

(6)

gdzie: Ai jest funkcja Airy [1], Iy — natezeniem padajacej fali plaskiej, 0 — katem roz-
proszenia, x = kd/2 jest parametrem rozmiarowym wiékna o $rednicy d, n — wspdl-
czynnikiem zatamania widkna, r — odlegloscia punktu obserwacyjnego (punktowego
detektora) od osi cylindra w ptaszczyznie rozpraszania

A=0-67 7

gdzie 67 jest katem Descartesa teczy pierwszego rzedu wedtug (5), natomiast czyn-
nik F wynika z réwnan Fresnela i reprezentuje zamiang¢ amplitudy promienia Descar-
tesa w wyniku kolejnych odbi¢ i zataman przez propagacje¢ [74]. Parametr h, we wzo-
rze (6) wyraza odstep pomigdzy prazkami teczy i zdefiniowany jest nastgpujaco:



46

~ 9(4—n?)\'?

W07 v

2

Doktadno$¢ aproksymacji teczy w ramach teorii Airy mozna poprawi¢ przez ko-
rekcje jadra funkcji Airy we wzorze (6) na podstawie poréwnania rozwigzan teorii
Airy i teorii CAM (ang. Complex Angular Momentun). Idea CAM, zaproponowanej
przez Nussenzveiga [37, 55-57], jest transformacja funkcji amplitudowej czastki roz-
praszajacej monochromatyczng falg elektromagnetyczna, przedstawionej w postaci
Poissona, do postaci catkowej z zastosowaniem zmodyfikowanej transformaty Watso-
na. Tak sformufowane zagadnienie, rozwiazywane jest nastepnie przez zastosowanie
metod aproksymacyjnych, a rozwiagzanie ma postaé sumy dominujacych, asympto-
tycznych i szybkozbieznych rozwinig¢. Korekcja wzoru Airy polega na uwzglednieniu
czynnika u(A), poprawiajacego pofozenie prazkéw teczy, ograniczonego do dwoch
pierwszych wyrazéw rozwinigcia podanego przez Nussenzveiga [55]

u(A)=1+ BA ©)

gdzie

. 875¢° ~1257¢* +675¢" +45
8640(sc)’

4 y? 172
ss[ 3 ] (In
(o 172
c=( 3 j (12)

Skorygowany wzor Airy (6) ma postaé

(10)

273
1(0,x,1m) o< Ail[%f‘—(l +BA)} (13)

2

Na rysunku 24 przedstawiono poréwnanie trzech wykresow natgzenia promieniowa-
nia rozproszonego w obszarze tgczy pierwszego rzedu na wléknie o $rednicy 125 pm.
Tecza powstajaca na widknie w warunkach rozpraszania quasi-monochromatycznego,
niekoherentnego promieniowania jest dokladniej aproksymowana przez skorygowang
teorie Airy niz przez teori¢ klasyczng. Klasyczny model Airy wiernie aproksymuje
jedynie polozenie pierwszego jasnego i pierwszego ciemnego prazka. Cechq wspdlng
obu modeli aproksymacyjnych jest wigksza dokladnos¢ aproksymacji polozenia kato-
wego prazkow usytuowanych blizej kata Descartesa.
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Rys. 24. Poréwnanie tgczy picrwszego rzgdu, powstajacej w wyniku rozproszenia promieniowania
niekoherentnego o szerokodci widmowej fiwhm z tgcza wedlug klasycznej i skorygowanej teorii Airy
(x =0, pozostale parametry jak dla rys. 19)

Fig. 24. Primary rainbow according to Mic scattering of quasi-monochromatic,
non-coherent radiation and its approximations - classical and modified Airy theory

Wedtug wielu doswiadczen numerycznych, ujetych w [74], jako$¢ aproksymacji te-
czy wedlug klasycznego modelu Airy poprawia si¢ wraz ze wzrostem $rednicy widkna,
podczas gdy doktadnosé aproksymacji potozenia ciemnych prazkéw teczy przez skory-
gowany model Airy nie zmienia si¢ znaczaco w przedziale srednic 50-100 um.

Reasumujac, model rozproszenia fali monochromatycznej wedlug skorygowanej
teorii Airy jest adekwatnym modelem w aproksymacji tgczy powstajacej przez rozpro-
szenie niekoherentnego promieniowania optycznego o rozkladzie widmowym w ksztat-
cie gaussoidy. Warto zauwazy¢, ze opis matematyczny teczy z uzyciem modelu aprok-
symacyjnego nie wymaga znajomosci dyspersyjnych zmian wspdtczynnika zatamania
szklanego widkna. Niezbedna jest jedynie informacja o wspolczynniku zatamania
odpowiadajgcemu szczytowej dlugosci fali widma promieniowania.

3.3.3. SKORYGOWANA TEORIA AIRY W PROCESIE WNIOSKOWANIA ODWROTNEGO

Przyjeta taktyka modelowania odwrotnego zaklada wykorzystanie informacji
o wzajemnym potozeniu dwéch pierwszych (liczac poczawszy od kata Descartesa)
ciemnych prazkéw teczy oraz sformutowanie matematycznej struktury modelu od-
wrotnego na podstawie skorygowanego wzoru Airy (13). Odleglo$¢ migdzyprazkowa
wykazuje mniejszgq podatno$é na zmiany wspélczynnika zalamania widkna niz bez-
wzgledna pozycja prazka [74].

Roznice argumentéw funkcji Airy we wzorze (13), ktérym odpowiadaja potozenia
katowe @, 0 dwéch wybranych prazkéw, mozna zapisa¢ nastgpujaco:
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z—z; =(x*" /1) [A,(1+ BA) - A;(1+ BA )] (14)

gdzie x = kd/2 jest parametrem rozmiarowym widkna o $rednicy d, parametry %, i B
definiujg rownania odpowiednio (8) i (10)

A =6,-6° (15)
A;=6,-0; (16)

gdzie 6 jest katem Descartesa teczy pierwszego rzedu wedtug (5). Na mocy réwna-
nia (14) estymator srednicy widkna przyjmuje postaé

g =ih;/2[(zi — 2 )(A,(1+BA) - A, (1+ BA )2 (17)
v/

Potozenie ciemnych prazkéw tgczy determinuja zera funkeji Airy, natomiast potoze-
nia jasnych prazkéw — zera pochodnej tej funkeji. Stabelaryzowane wartosci argumen-
tow, dla ktérych funkcja Airy osiagga minimum lub maksimum, podaja Abramowitz
i Stegun [1].

Weryfikacja dzialania modelu odwrotnego zostata przeprowadzona pod katem
zbadania wplywu blgdu systematycznego oraz niedoktadnosci modelu odwrotnego na
wynik estymacji $rednicy widkna. Zrédiem bledu systematycznego jest réznica po-
migdzy aktualnymi warunkami pomiaru i warunkami odniesienia, dla ktérych ekspe-
ryment pomiarowy jest optymalizowany. Z analizy wylaczono wplyw bledu przypad-
kowego na wynik, ze wzgledu na bardzo dlugi czas obliczen pola rozproszonego
w warunkach rozpraszania quasi-monochromatycznego, niekoherentnego promienio-
wania.

Tabela 2. Wyniki estymacji srednicy widkna dla wybranych parametréw eksperymentu
(d=125 um, TM-TM, A6=0,00001°)
Table 2. Fibreglass diameter estimation for the experiment parameters assumed

Parametry eksperymentu Odpowiedz modelu odwrotnego
Parametr Wz.lru.nkl' 'Pr'z edzw}{. d (pm) & (%)
odniesienia zmiennosci
Ao (um) 0,6328 + 0,001 0,17
Swhm (nm) 40 +2 0,015
¢ (deg) 90,0 +0,] 0,012
7(deg) 90,0 £0,1 124,81 -0
n (L) 1,4957 £ 0,0005 0,08
K 1E-8 1E-8—1E-7 0,0009

* Nie stwierdzono wplywu parametru na dw przyjetej rozdzielczosci symulacji kata rozproszenia.
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W tabeli 2 zestawiono przyjete na potrzeby analizy warunki eksperymentu wraz
z przedziatami ich zmiennosci. Zalozono, ze badane widkno - osiowo-symetryczny,
homogeniczny cylinder o nominalnej $rednicy 125 um, wykonane jest ze szkla typu
NPKS52A (Schott), a jego wilasciwosci chromatyczne opisuje réwnanie Sellmeiera
wraz ze stalymi dyspersyjnymi podanymi przez producenta [71]. Niepewno$¢ wartodci
wspdtczynnika zatamania odpowiada anizotropowym zmianom wspdiczynnika zata-
mania witékna jednomodowego, zachodzacym w procesie produkcyjnym [74].

Najwigkszy wplyw na niepewno$¢ estymacji srednicy ma zmiennos$¢ szczytowej
dhugosci fali (4y) oraz wspdtczynnika zatamania (n) (tab. 2). Marginalny wplyw ma
kat polaryzacji (p) 1 wspdtczynnik ekstynkcji (k). Sumaryczna niepewnos$¢ estymacji
Srednicy w odpowiedzi na zmiennosci parametréw eksperymentu wynosi 0,28%, przy
czym niedokladnos$¢ modelu odwrotnego dla warunkéw odniesienia jest réwna 0,16%.
Maksymalna niedoktadno$¢ modelu odwrotnego w przedziale srednic wiékna 120-
130 um, dla warunkéw eksperymentu z tabeli 2, wynosi 0,36% [74].

4. PODSUMOWANIE

Ztozona natura pola rozproszonego na witdknie szklanym ukazuje mnogos¢ proce-
séw fizycznych zachodzacych podczas rozpraszania. Powoduje to trudnosci w ade-
kwatnej analizie pola rozproszonego z uzyciem uproszczonych narzedzi modelowania
matematycznego, na przyktad modelu wedtug dyfrakcji Fraunhofera czy modelu tgczy
Airy. Dzieki wykorzystaniu quasi-monochromatycznego, czasowo niekoherentnego
promieniowania jako narzedzia badawczego, uzyskano pole rozproszone, ktére ma
prostsza interpretacj¢ fizyczna i reprezentacje matematyczng, cho¢ fizyka procesu
rozpraszania jest znacznie bardziej ztozona niz w przypadku rozpraszania promienio-
wania laserowego.

Czes$¢ prezentowanych zagadnien, ze wzgledu na ich obszernos¢ i wielowatko-
wos$¢, ma niewatpliwie charakter wstgpu do dalszej dyskusji na ich temat i jest pod-
stawa do dalszego rozwijania watkéw badawczych. Szczegdlnie uzyskanie tgczy Airy
na homogenicznym wtdéknie szklanym motywuje do zbadania mozliwosci wykorzy-
stania tgczy 1 jej obrazu widmowego w pomiarze cech geometrycznych swiattowodu.
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HIGH-RESOLUTION DIFFRACTOMETRY AND RAINBOW INTERFEROMETRY
FOR FIBREGLASS DIAMETER MEASUREMENT

The aim of this work is to provide a review of two measurement techniques — high resolution dif-
fractometry and rainbow interferometry, both for a fibreglass diameter measurement during its produc-
tion. The techniques involve scattering of quasi-monochromatic, non-cohcrent light. It has been shown,
that for such kind of radiation, the scattered field may be of a straightforward interpretation, from physi-
cal as well as mathematical point of view.
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BAYESOWSKA METODA ESTYMACJI STEZEN
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Przedmiotem artykulu jest nowa metoda przetwarzania danych spektrofotometrycznych, prze-
znaczona do rozwigzywania zadaih monitoringu przemystowego i monitoringu srodowiska naturalne-
go. W zadaniach tego typu przyrzad pomiarowy realizuje w sposéb powtarzalny t¢ samg funkcjg (np.
pomiar widma tej samej micszaniny, a na tej podstawie — stgzen jej sktadnikéw; w tym samym zakre-
sie, z jednakowa nicpewnoscia), zakres za$ zmiennosci micrzonych wartosci jest stosunkowo nie-
wiclki i znany a priori. Zaproponowana Bayesowska metoda estymacji st¢zen sktadnikéw substancji
biochemicznych opicra sig na nast¢pujacych zalozeniach:

(1) estymata wektora stgzei skladnikéw analizowanej mieszaniny wyznaczana jest na podstawic
danych spektrofotometrycznych reprezentujacych widmo absorpcyjne tej substancji;

(2) adekwatnym modelem zaleznosci tych danych od widma w dziedzinic transmitancji jest li-
niowy operator calkowy;

(3) adckwatnym modclem zaleznosci tego widma w dziedzinic absorbancji od wektora stgzeii sa
prawa absorpcji Lamberta—Beera;

(4) dostgpne sg wzorcowe widma dominujacych skladnikéw analizowanej mieszaniny;

(5) dostgpna jest odpowicdnia informacja statystyczna na temat stgzent podlegajacych estymacji
oraz zaburzen danych spektrofotometrycznych uzywanych do tego celu.

Wlasciwosdci metrologiczne zaproponowanej metody zostaly zbadane z uzyciem danych pélsyn-
tetycznych i rzeczywistych. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze zapropono-
wana metoda zapewnia znacznic wigksza dokladnosé niz powszechnie stosowana metoda najmniej-
szych kwadratéw z ograniczeniami, jesli odchylenia wartosci stgzen od wartosci typowych nie
przekraczajg +20%.
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1. WPROWADZENIE

Metody spektrofotometrycznej analizy mieszanin substancji chemicznych i bio-
chemicznych znajdujg ostatnio coraz szersze zastosowanie nie tylko w specjali-
stycznych laboratoriach analitycznych, ale takze w warunkach polowych i przemy-
stowych. Z jednej strony wynika to z potrzeby sprostania coraz wigkszym
standardom ustanawianym przez odpowiednie instytucje krajowe i migdzynarodowe,
z drugiej za$ — jest spowodowane dostgpnoscia na rynku coraz wigkszej liczby roz-
nych mini- i mikrospektrofotometréw, ktérych atrakcyjno$é¢ wynika nie tylko ze
stosunkowo niskiej ceny, a takze z niewielkich rozmiaréw. Te dwie cechy sprawiaja,
ze przyrzady tego typu sa coraz cze¢séciej wykorzystywane na szeroka skale w kon-
troli zywnosci {7], [27], [41], [58], [59]; w monitoringu biomedycznym [4], [6],
[40], [64], [65]; w monitoringu przemystowym [11], [16] oraz w monitoringu $ro-
dowiska naturalnego [35], [62].

Zagadnienie monitoringu z reguty charakteryzuje si¢ dwiema cechami, ktérych
uwzglednienie w procedurze pomiarowej umozliwia zwigkszenie doktadnosci pomia-
réw realizowanych z uzyciem tanich mini- i mikrospektrofotometréw:

e przyrzad pomiarowy realizuje w sposéb ciagly te samg funkcje, np. pomiar wid-
ma tej samej substancji i/lub st¢zen jej sktadnikéw, w tym samym zakresie, z jedna-
kowa niepewnoscia;

e zakres zmiennosci mierzonych wartosci jest stosunkowo niewielki i znany
a priori.

Wilasnie tej klasie zastosowan spektrofotometréw pos$wigcony jest niniejszy
artykut, w ktérym zaproponowano nowg metod¢ estymacji ste¢zen sktadnikéw sub-
stancji chemicznych, opartg na regule Bayesa. Zatozenia i wyniki badan tej metody
stanowia tres¢ rozprawy doktorskiej [54] i zostaly juz czeSciowo opublikowane
w czterech artykutach [49], [55], [S6]. Najogdlniej rzecz ujmujac, proponowana
metoda odznacza si¢ wigksza doktadnoscia niz istniejace metody klasyczne, takie
jak np. metoda najmniejszych kwadratéw z ograniczeniami — zwlaszcza jesli zasto-
sowana zostanie do analizy mieszanin znacznej (wigkszej niz cztery) liczby sktadni-
kéw, znamiennych duzym zréznicowaniem wartosci stezen. Dodatkowy zaleta tej
metody jest jej odporno$¢ na obecno$é tzw. widma $ladowego reprezentujacego
sktadniki resztkowe badanej mieszaniny, ktérych stezenia nie podlegaja estymacji.

Artykut sktada si¢ z dziewigciu rozdzialéw, bibliografii oraz spisu oznaczen
i podstawowych pojeé spektrofotometrii. Rozdziat 1 ma charakter wstepny; rozdziat
2 zawiera wprowadzenie do problematyki analiz spektrofotometrycznych, a szcze-
golnie — charakterystyke najistotniejszych probleméw metrologicznych, zwiazanych
z pomiarami widma; rozdzial 3 — sformutowanie przedmiotu i celéw badan zrefero-
wanych w artykule; rozdzial 4 — podstawowe informacje na temat Bayesowskich
metod przetwarzania danych pomiarowych; rozdzial 5 — opis nowej metody Bay-
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esowskiej, przeznaczonej do estymacji stgzen sktadnikéw substancji chemicznych;
rozdziaty 6, 7 1 8 — wyniki badania jej wlasciwosci metrologicznych z uzyciem da-
nych pdisyntetycznych i rzeczywistych. Rozdzial 9 — podsumowanie tych wynikéw
oraz wnioski dotyczace ich teoretycznego i praktycznego znaczenia dla metrologii.

2. ISTOTA ANALIZ SPEKTROFOTOMETRYCZNYCH

2.1. SPEKTROFOTOMETRIA

Spektrofotometria, jedna z najstarszych metod instrumentalnych stosowanych
w analizie chemicznej, wykorzystuje wplyw osrodka na natg¢zenie wiazki promienio-
wania elektromagnetycznego — w zakresie nadfioletu (UV), swiatta widzialnego (Vis)
lub podczerwieni (IR) — przechodzacej przez ten osrodek. W wyniku absorpcji kwan-
téw promieniowania przez czasteczki osrodka nastgpuje wzbudzenie odpowiednich
pozioméw energetycznych, a efektem podlegajacym analizie jest charakterystyczne
dla zakresu promieniowania widmo absorpcyjne, na podstawie ktérego mozna wy-
krywa¢, identyfikowaé i oznaczaé pierwiastki, zwiazki chemiczne i ich elementy
strukturalne (grupy funkcyjne lub charakterystyczne wiazania).

2.1.1. PRAWA ABSORPCIJI

Natgzenie promieniowania monochromatycznego, opuszczajacego warstwe o gru-
bosci b jednorodnego osrodka pochtaniajacego, o, zmniejsza si¢ zgodnie z pierw-
szym prawem absorpcji Lamberta—Beera [63, s. 71]

I = I, exp(=kb) (1)

gdzie [, jest natezeniem promieniowania wchodzacego w warstwe, natomiast k —
wspétczynnikiem absorpcji. Transmitancja wynosi w tym przypadku

I
T =2 =exp(—kb) 2)
Iin
natomiast absorbancja

A =-log,,(T")=log,,(e)kb =0,4343kb 3)

Drugie prawo absorpcji Lamberta—Beera dotyczy pochlaniania promieniowania
przez roztwory i okre$la sposéb ostabiania wiazki przez roztwdér o stezeniu ¢ [63, s. 72]

1., =1, exp(-kbc) (4)
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Absorbancja jest w tym przypadku proporcjonalna do stgzenia i grubosci warstwy
pochtaniajace;j

A =log,,(e)kbc =0,4343kbc (5)

Trzecie prawo absorpcji Lamberta~Beera méwi o addytywnosci absorbancji roz-
tworu wielosktadnikowego [63, s. 72]:

A=A +A+..+A, (6)

gdzie A, jest absorbancja j-tego sktadnika roztworu J-sktadnikowego.

Funkcja A(A), modelujaca zalezno$¢ absorbancji A od diugosci fali 4, nazywa si¢
widmem absorpcyjnym. Linia widmowa, charakterystyczny morfem tego widma, po-
wstaje w wyniku przej$¢ miedzy okreslonymi poziomami energetycznymi ukladéw
kwantowych o dyskretnym uktadzie pozioméw energetycznych, tzn. mogacych wyka-
zywad energie o $cisle okreslonych, skokowo zmieniajacych si¢ wartosciach. Wyda-
waé by si¢ mogto wigc, ze linia widmowa powinna mie¢ ksztalt zblizony do dystrybu-
cji Diraca. Wiele czynnikéw fizycznych powoduje jednak, ze rzeczywisty ksztalt linii
widmowej, zwanej dalej pikiem spektrometrycznym, jest inny i przypomina bardziej
funkcje Gaussa niz dystrybucj¢ Diraca (rys. 1).
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Rys. 1. Rzeczywisty ksztalt linii widmowej
Fig. 1. Real shape of a spectral line

Nie do konca §ciste jest takze zalozenie, ze jedynym skutkiem oddziatywania pro-
mieniowania elektromagnetycznego z analizowana substancjq jest absorpcja promie-
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niowania, podczas ktérej powrdt czasteczki wzbudzonej do stanu podstawowego od-
bywa si¢ przez wydzielanie ciepla. Mozliwa jest rowniez fluorescencja, czyli emisja
kwantu. Zwigksza to pozornie transmitancj¢ analizowanej substancji, co oznacza, ze
zmierzona absorbancja probki bedzie nizsza niz w rzeczywistosci.

Bioragc pod uwage model matematyczny widma oraz drugie i trzecie prawo
Lamberta—Beera, absorbancj¢ roztworu analizowanej substancji wyrazi¢ mozna
wzorem:

A = ¢, (A) + ...+ ¢, 4, (A) 7

gdzie A,(4), ..., A,) to znormalizowane widma absorpcyjne jej skladnikow, a wspél-
czynniki ¢y, ..., ¢; s ich stezeniami. Modelem matematycznym widma absorpcyjnego,
szczegblnie uzytecznym w analizie ilosciowej, jest funkcja postaci:

K
P (A)=b(A)+ Y ay (A-1) (®)
k=1

gdzie b(A) — jest ,,wolnozmienng” funkcja modelujaca tzw. lini¢ bazy, v{(1) — mode-
lem pojedynczej linii spektralnej, spelniajacym warunek:

T v.(A-1)dA=1 )

-0

natomiast a; i [, (k =1, ..., K) sa parametrami widma. Parametr a;, zwany magnituda
linii, charakteryzuje poziom absorpcji, a parametr /, okre$la potozenie linii na osi diu-
gosci fali A. Przykiad widma absorpcyjnego przedstawiono na rysunku 2.

3

absorbancja

A n i I

diugosc fali

\

Rys. 2. Przykladowe widmo absorpcyjne
Fig. 2. Exemplary absorption spectrum



60

2.1.2. SPEKTROFOTOMETR

Podstawowymi elementami, z ktérych zbudowany jest klasyczny spektrofoto-
metr przeznaczony do pracy w zakresie UV-Vis sa: zrédio promieniowania, mono-
chromator, kuweta pomiarowa, detektor promieniowania oraz wyswietlacz wyniku

(rys. 3).

Monochromator [—

Rys. 3. Schemat blokowy klasycznego spektrofotometru UV-Vis
Fig. 3. Block diagram of a classic UV-Vis spectrophotometer

Zrédlo promieniowania — to zwykle bardzo wydajne zrédlo $wiatla widzialnego
(lampa wolframowo-halogenowa) i/lub zrédlo ultrafioletu (lampa wodorowa lub deu-
terowa). Maksimum emisji lampy wolframowo-halogenowe] przypada na czegs¢ zielo-
ng widma. Maksimum emisji lampy deuterowej przypada dla A = 200 nm, lampy wo-
dorowej — dla fali nieco dluzszej. W zakresie dlugosci fali powyzej 400 nm
intensywnos¢ $wiatla obu tych lamp jest znacznie mniejsza, a w widmie pojawia si¢
para linii Fraunhofera, uzywanych do wzorcowania spektrofotometru ze wzgledu na
dlugosci fali.

Monochromator, element decydujacy o rozdzielczosci spektrofotometru, sktada
si¢ ze szczeliny wejsciowej, kolimatora, elementu dyspersyjnego i szczeliny wyj-
Sciowej. Jezeli na szczeling wejsciowa monochromatora pada $wiatlo polichroma-
tyczne, to w plaszczyZnie ogniskowej kolimatora wyjsciowego powstaje zbior jej
monochromatycznych obrazéw odpowiadajacych wszystkim dtugosciom fali pro-
mieniowania emitowanego przez Zrédlo. Poniewaz obrazy te sa przesunigte wzgle-
dem siebie na skutek dyspersji, szczelina wyjsciowa wydziela z calego widma tylko
niewielki jego wycinek. W przypadku dostatecznie szerokich szczelin mozna pomi-
nac rozszerzenie obrazu szczeliny wejsciowej spowodowane dyfrakcjg i aberracja
w kolimatorze. Najwazniejsza charakterystyka zewnetrzng monochromatora jest
funkcja aparaturowa opisujaca rozkiad nat¢zenia promieniowania opuszczajacego
szczeling wyjsciowa monochromatora; jej szeroko$é w potowie wysokosci okresla
parametr zwany spektralna szerokosciaq wiazki [63, s. 84]. Jezeli szeroko$é szezeliny
wejsciowej i wyjsciowe] jest taka sama, funkcja aparaturowa ma ksztalt trojkata,
ktérego wierzcholek odpowiada wybranej, nominalnej dtugosci fali; jezeli szeroko-
$ci szczelin sg rdzne, funkcja aparaturowa ma ksztalt trapezu. Najczesciej pracuje
si¢ przy rownych szczelinach, co zapewnia optymalne warunki pomiardw [63,
s. 718]. W przypadku waskich szczelin, gdy nie mozna poming¢ dyfrakeji i aberracji,
funkcja szczelinowa monochromatora ma ksztalt zblizony do krzywej Gaussa
[5,t.3,5.350].



61

Zadaniem kolimatora jest przetworzenie wiazki promieniowania emitowanego
przez zrédto w wigzke réwnolegta. Funkcje te petnia zwierciadta; to samo zwierciadto
petni zwykle role zaréwno kolimatora wejsciowego, jak i wyjsciowego.

Elementem rozszczepiajacym monochromatora moze by¢ pryzmat lub siatka dy-
frakcyjna. Uzyskanie pryzmatu najwyzszej jakosci optycznej w warunkach produkcji
seryjnej jest trudne, co powoduje, ze jest on wzglednie drogi. Poniewaz dyspersja
pryzmatu zmienia si¢ z dlugoscig fali, uzyskanie liniowej zmiany dlugosci fali
w funkcji kata obrotu pryzmatu wymaga uzycia specjalnych mechanicznych krzywek,
co dodatkowo komplikuje konstrukcj¢ monochromatora, a przez to podnosi jego
koszt. Dawniej pryzmaty byly powszechnie stosowane w catlym zakresie UV-Vis;
obecnie s3 uzywane raczej jako monochromatory wstepne, przy czym korzysta si¢
z tego, iz zalamanie swiatlta bialego w pryzmacie — w odréznieniu do siatki dyfrakcyj-
nej — daje widmo tylko jednego rzedu.

Kuweta pomiarowa powinna zapewni¢ jak najlepsze warunki pomiaru absorpcji:
maksymalng przezroczystosé, odpornos¢ na dziatanie analizowanej substancji, jedno-
znacznie okreslong grubo$é¢ warstwy absorbujacej. W zaleznosci od zakresu widma
musi by¢ wybrany odpowiedni material, gdyz np. kuwety szklane czy polimerowe nie
sa przezroczyste dla promieniowania UV. Swiatlo z monochromatora jest zwykle
zbiezne i ogniskowane do wigzki o minimalnej szerokosci w miejscu, w ktérym znaj-
duje sie kuweta. Dla kuwet dtuzszych (10 cm) mniejsza zbiezno$¢ wiazki umozliwia
doktadniejsze pomiary bez strat $wiatta na $ciankach kuwety. Aby zapobiec tym stra-
tom, kuweta powinna by¢ bardzo doktadnie pozycjonowana i usytuowana prostopadle
do wiazki promieniowania.

Detektory, uzywane w spektrofotometrach klasycznych, funkcjonuja na zasadzie
wykorzystania zewnetrznego (fotopowielacze) albo wewnetrznego (fotodiody) efektu
fotoelektrycznego [63, s. 80]. W przypadku fotopowielacza fotony padajace na foto-
katodg, o energii wigkszej od pracy wyjscia charakterystycznej dla materiatu katody,
wybijaja z niej elektrony, ktére sa przyciagane przez anod¢ o potencjale dodatnim
w stosunku do katody. Prad wybitych elektronéw jest proporcjonalny do intensywno-
$ci $wiatla i moze by¢ zmierzony. Pomigdzy fotokatodg i anoda umieszczane sg czgsto
elektrody posrednie, tzw. dynody; fotopowielacze wysokiej klasy maja 9-14 dynod
wzmacniajacych powstajacy fotoprad [25, s. 141]. Fotodiody, zgrupowane zwykle
w jednym szeregu, tworzg tzw. matryc¢ diodowa umozliwiajaca detekcje réwnolegta.
Z konstrukcji mechanicznej matryc diodowych wynika ograniczona rozdzielczosé
tego typu detektoréw [25, s. 162].

W koncu lat osiemdziesigtych XX w. pojawity sie spektrofotometry z detektorami
w postaci linijki CCD (rys. 4), ktdre z czasem zastapity wychodzace z uzycia detekto-
ry oparte na fotopowielaczach. Pierwszy miniaturowy spektrofotometr $wiattowodo-
wy z linijka CCD, opracowany przez firm¢ Ocean Optics, Inc., byt dostgpny na rynku
juz w 1992 r. W spektrofotometrze tego typu $wiatto ze zZrédta przesytane jest za po-
mocg $wiattowodu do kuwety z prébka, a nastepnie — takze przez $wiattowdd — do
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elementu rozszczepiajacego. Rozszczepiona wiazka swiatta pada na detektor w postaci
linijki CCD. Wszystkie punkty widma sa rejestrowane jednoczesnie, przy czym regu-
lowany jest zaréwno czas integracji fadunku detektora, jak i liczba pomiaréw, z kto-
rych $rednia przyjmowana jest jako ostateczny wynik pomiaru.

Zastosowanie detektorow CCD umozliwito istotng miniaturyzacje spekirofotome-
tréw z jednoczesnym wzrostem ich szybkosci, rozdzielczosci i czulosci. Detektor
CCD ma posta¢ matrycy sktadajacej si¢ ze stu, kilkuset lub nawet kilku tysigcy poje-
dynczych elementéw $wiattoczutych. Niewatpliwa przewaga spektrofotometrow
z takim detektorem nad spektrometrami klasycznymi jest mozliwos¢ jednoczesnego
dostepu do wszystkich linii spektralnych w catym zakresie diugosci fali. W drugiej
potowie lat dziewigédziesiatych XX w. zakres dziatania spektrofotometréw z detekto-
rem w postaci linijki CCD rozszerzony zostat na zakres bliskiej podczerwieni (NIR).

e
promieniowania 1  zprobka  f=
ol saniant|e

Rys. 4. Schemat blokowy spektrofotometru z detektorem w postaci linijki CCD
Fig. 4. Block diagram of a spectrophotometer with a CCD line detector

2.2. KOMPUTEROWE WSPOMAGANIE
ANALIZ SPEKTROFOTOMETRYCZNYCH

Komputerowe wspomaganie aparatury spektrofotometrycznej przynost znaczne
przyspieszenie pomiaréw i utatwienie obstugi przyrzadéw, umozliwia eliminacj¢ po-
mytek operatora oraz realizacj¢ zadan wczesniej niewykonalnych badz takich, ktérych
realizacja wymagata specjalnego oprzyrzadowania i znacznego naktadu pracy.

Najwazniejsze typowe warianty komputerowego wspomagania pomiaréw spektro-
fotometrycznych sa nastgpujace:

e spektrofotometr z wbudowanym specjalizowanym systemem komputerowym,
ktérego zadaniem jest zaréwno sterowanie dziataniem spektrofotometru, jak i obrébka
danych spektrofotometrycznych;

e spektrofotometr sterowany za pomocg zewngtrznego komputera wyposazonego
w specjalizowane oprogramowanie umozliwiajace istotne rozszerzenie funkcji zbiera-
nia, przetwarzania i przechowywania danych;

e spektrofotometr podiaczony do centralnego systemu sterowania i przetwarzania
danych z réznych urzadzen laboratoryjnych, dzialajacego na zasadzie ,,systemu eks-
perckiego”.

Komputer wbudowany w spektrofotometr, lub z nim sprz¢zony, moze petni¢ réznora-
kie funkcje zwiazane z: diagnostyka przyrzadu, autokorekcja parametréw pomiarowych,
sterowaniem pomiarami, wyznaczaniem ostatecznego wyniku pomiaru, statystyczng ana-
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liza wynikéw pomiaru, poréwnywaniem wynikéw pomiaru z danymi odniesienia prze-
chowywanymi w pamigci oraz magazynowaniem wynikéw pomiaru [63, s. 82].

2.2.1. ZBIERANIE DANYCH SPEKTROFOTOMETRYCZNYCH

Sprzezenie spektrofotometru z komputerem umozliwia programowanie zakresu
dtugosci fali i ustalanie warunkéw pomiaréw, powtarzanie zapisu widm, korekcjg
bledéw dlugosci fali oraz bledéw absorbancji (transmitancji) spowodowanych $wia-
ttem rozproszonym, a takze automatyczng korekcj¢ zmieniajacej si¢ objgtosci prébek,
stgzenia roztworu, wpltywu temperatury i innych czynnikéw zewngtrznych; daje moz-
liwo$¢ automatycznego doboru zrédla Swiatla (w zaleznosci od diugosci fali)
i szerokosci szczeliny monochromatora.

Do bardziej zaawansowanych technik mozna zaliczy¢ biezace korygowanie wyni-
kéw pomiaréw i doskonalenie warunkéw ich zapisu, m.in. przez rozszerzanie zakre-
sOw pomiarowych oraz polepszanie stosunku sygnatu uzytecznego do szumu (np.
przez optymalizacj¢ czasu integracji, w przypadku detektoréw majacych posta¢ ma-
tryc diodowych, oraz optymalizacjg liczby powtérzen pomiaréw).

2.2.2. OBROBKA DANYCH SPEKTROFOTOMETRYCZNYCH

Proces przetwarzania surowych danych pomiarowych, uzyskanych za pomoca
spektrofotometru, obejmuje ich przetwarzanie wstgpne i obrébkg majaca na celu eli-
minacj¢ wplywu niedoskonatosci przyrzadu oraz ich interpretacjg. Systematyczny
przeglad metod i algorytméw stosowanych do tego celu znalezé mozna w artykule
[48]. Tutaj zarysowana zostanie jedynie ich ogélna jakosciowa charakterystyka.

Do przetwarzania wstgpnego danych spektrometrycznych stuza procedury filtracji,
eliminacji linii bazy i usredniania-zmierzonych widm. Wszystkie te dzialania maja na
celu uzyskanie mozliwie wiarygodnych wynikéw pomiaru odznaczajacych si¢ mozli-
wie wysokim stosunkiem sygnatu do szumu.

Eliminacja wplywu niedoskonatosci przyrzadu jest jednym z gléwnych powodéw
uzycia komputera do obrébki danych spektrometrycznych. Ze wzgledu na dos¢ po-
wszechne stosowanie modelu tych danych w postaci calki splotu, narzedziem stuza-
cym do rozwiazania problemu odtwarzania widm sa algorytmy dekonwolucji (roz-
plotu), czgsto stosowane takze w innych niz spektrometria dziedzinach metrologii.

Celem interpretacji danych spektrometrycznych jest zwykle okreslenie skiadu che-
micznego analizowanej substancji, tzn. identyfikacja jej sktadnikéw oraz estymacja ich
stezen. Komputerowa identyfikacja analizowanych substancji coraz czgsciej wypiera
tradycyjne procedury oparte na uzyciu wydawnictw atlasowych lub tablicowych.

2.3. ZRODELA NIEPEWNOSCI ANALIZ SPEKTROFOTOMETRYCZNYCH

Wynik pomiaru stezen sktadnikéw analizowanej substancji obarczony jest bigdami
spowodowanymi niepewnoscia surowych danych pomiarowych oraz niedoskonatoscia
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procedury estymacji stezen na podstawie tych danych. Z kolei Zzrédlem niepewnosci
surowych danych sg niedoskonatosci spektrofotometru, zmiany zachodzace w prébce
oraz oddzialywania zewnetrzne wplywajace na préobke i spektrofotometr.

2.3.1. NIEDOSKONALOSCI SPEKTROFOTOMETRU

Najistotniejsze przyczyny niepewnos$ci pomiaru widma za pomoca spektrofotome-
tru to:

e niedoskonata monochromatycznos$é swiatta pobudzajacego prébke analizowanej
substancji (w spektrofotometrze tradycyjnym);

e skonczona rozdzielczos¢ detektora typu CCD (w spektrofotometrach z takim
detektorem);

¢ wystepowanie promieniowania rozproszonego w torze pomiarowym spektrofo-
tometru.

Zrédto promieniowania powinno charakteryzowaé sie stabilnoscia jego intensyw-
nosci w czasie tak, aby pomiary prébki odbywaty si¢ w tych samych warunkach.
W rzeczywistosci intensywno$¢é promieniowania ulega zmianom, spowodowanym
przede wszystkim przypadkowymi wahaniami napigcia zasilania, a w przypadku za-
silania napigciem zmiennym — takze jego okresowa zmiennos$cig. Spadek intensywno-
$ci promieniowania nastgpuje réwniez z uptywem czasu w wyniku ,starzenia si¢”
zrédta promieniowania.

Jako$¢ monochromatora decyduje o szerokosci wiazki promieniowania. Wplyw
funkcji aparaturowej na zmierzone widmo daje si¢ tatwo zaobserwowac, jezeli szero-
kosé szczelin jest duza, wieksza od naturalnej szerokosci linii widmowej. Wdowczas,
w przypadku lampy rteciowej, linia widmowa nie ma ksztattu funkcji Gaussa, lecz
przybiera ksztalt trjkatny (dla szczelin réwnej szerokosci).

Zrédlem niepewnosci pomiaru widma moze byé takze kuweta z prébka analizo-
wanej substancji, gdy jej wewngtrzne powierzchnie nie sa réwnolegte. Kuwety plasti-
kowe, czgsto uzywane w analizie rutynowej, moga si¢ rézni¢ wlasciwosciami optycz-
nymi, nawet jezeli pochodza z tej same;j partii produkcyjne;j.

Jeszcze jednym zrédtem niepewnosci pomiaru widma jest Swiatlo rozproszone po-
chodzace z monochromatora. Swiatto docierajace do detektora podlega dodatkowemu
znicksztalceniu przez promieniowanie rozproszone na niedoskonatosciach i zanie-
czyszczeniach elementéw optycznych, przy czym jest to promieniowanie o diugo-
sciach fali réznych od jej warto$ci nominalnej. Nawet bardzo maty poziom rozproszo-
nego $wiatla moze spowodowaé znieksztalcenie zmierzonego widma, jezeli
promieniowanie jest bardzo mocno pochtaniane przez analizowang probke; wéwczas
bowiem $wiatto to w szerokim zakresie dlugosci fali prawie nie jest pochtaniane przez
prébke, a detektor reaguje na nie jak na $wiatlo o nominalnej dlugosci fali. Transmisja
$wiatta przez prébke pozornie wzrasta, i jezeli nastgpuje to w obszarze duzej absorpcji
prébki, to moga pojawié si¢ nawet falszywe maksima absorpcji.
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2.3.2. ZMIANY CHEMICZNE W PROBCE

Reakcje chemiczne, zachodzace w analizowanych roztworach (np. dysocjacja,
asocjacja, polimeryzacja, solwatacja), zmieniaja ich wiasciwosci optyczne, co
w zaleznosci od rodzaju roztworu i dtugosci fali moze powodowaé zaréwno dodat-
nie, jak i ujemne bledy pomiaru absorbancji. Na przyktad zmiana absorbancji wraz
ze wzrostem stgzenia monomeru moze byé dla pewnej dlugosci fali mniejsza niz
liniowa, podczas gdy wzrost stgzenia polimeru dla innej dlugosci fali moze mieé
charakter nadliniowy. Parametry pikéw widma absorpcji zwiazku chemicznego za-
leza niekiedy od wartosci pH. Aby uniknaé zwiazanych z tym btedéw analiz, nalezy
pomiary prowadzi¢ w roztworach o statym pH. Jeszcze trudniejsze do spetnienia
wymagania powstaja w zwiazku z analiza prébek rozpraszajacych czy fluoryzuja-
cych, prébek fotoaktywnych, ktére ulegaja przemianom chemicznym w trakcie na-
swietlania.

Ponadto, o ile dla matych stezent analizowanych roztworéw zaleznos$¢ absorbancji
od stgzenia jest liniowa, to wraz ze wzrostem stezenia powyzej wartoéci ¢ > 107 mol
dm?, ujawnia sie nieliniowy wptyw wspétczynnika zatamania $wiatta na warto$é mo-
lowego wspéiczynnika absorpcji.

2.3.3. WPLYWY ZEWNETRZNE

Wsréd zewnetrznych zrédet niepewnosci pomiaru za najwazniejsze nalezy uznac
zmiany napiecia zasilania, zmiany temperatury i biedy operatora.

Przypadkowe fluktuacje napigcia zasilania powoduja zmian¢ warunkéw pracy
kazdego urzadzenia. W spektrofotometrze powoduja one niestabilno$¢ pracy zré-
dia swiatla, moga wplywacé na czutos¢ detektora i doktadno$¢ uktadéw rejestruja-
cych.

Réwniez zmiany temperatury wplywaja na prace wszystkich czg¢sei spektrofoto-
metru, w tym takze na elementy optyczne; dlatego tez istotne jest odseparowanie ter-
miczne zrédla $wiatta od monochromatora. W spektrofotometrach bardzo doktadnych
stosuje si¢ konstrukcje w rodzaju ,.komina” nad lampa, stanowiacego efektywny kanat
odprowadzania ciepta [69]. Prébki analizowanej substancji o wysokiej temperaturze
takze powoduja zmiany warunkéw pracy tak czg¢sci optycznej, jak czgsci elektronicz-
nej spektrofotometru.

Jakos¢ analiz spektrofotometrycznych zalezy od wybranych parametrow pracy
przyrzadu. Czesto parametry te sa wspodlzalezne (intensywnos$¢ promieniowania
i funkcja aparaturowa); dlatego tez dobdr ich wartosci — w zaleznosci od zakresu
i rodzaju mierzonego widma czy typu analizy — jest bardzo istotny. Nie mozna za-
pomnie¢ tez o tak podstawowych warunkach prawidtowych pomiaréw jak wst¢pne
wygrzanie przyrzadu i czyszczenie kuwet pomiarowych, zwtaszcza usuwanie odci-
skéw palcow.
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3. CHARAKTERYSTYKA PROBLEMU BADAWCZEGO

3.1. OGOLNA METODYKA ESTYMACIJI STEZEN
NA PODSTAWIE DANYCH SPEKTROFOTOMETRYCZNYCH

Zadanie estymacji st¢zen na podstawie danych spektrofotometrycznych jest szcze-
gbélnym przypadkiem problemu odtwarzania mezurandéw. Ogdlna metodyka rozwia-
zywania tego problemu — opisana w artykutach [45-47] — odwoluje si¢ do matema-
tycznego modelu obiektu pomiaru i potaczonego z nim systemu pomiarowego, ktéry
to model ma posta¢ dwdch operatoréw: operatora konwersji sygnaléw niosacych in-
formacje¢ o mezurandzie na tzw. surowe dane pomiarowe (G) oraz operatora odtwa-
rzania mezurandu na podstawie tych danych (R). W przypadku zadania estymacji
wektora stezeni ¢ wynikiem dziatania pierwszego z nich s dane ¥ reprezentujace

widmo absorpcyjne analizowane] substancji w dziedzinie transmitancji (wdwczas
§¥=¥") lub w dziedzinie absorbancji (wéwczas ¥ =¥§*"); wynikiem dziatania dru-
giego z nich — estymata wektora stezen ¢:

¢=RI[y, v, (1)) (10)

gdzie ¥ jest estymatg wektora wielkosci wptywajacych v, natomiast i(4) — wid-
mem promieniowania wnikajacego w prébke analizowanej substancji. Operator R (lub
jemu réwnowazny) musi zostaé wyznaczony w procedurze tzw. wzorcowania toru
pomiarowego na podstawie wynikéw specjalnie wykonanych w tym celu pomiaréw
odniesienia. Tradycyjna metoda jego identyfikacji polega na wyznaczaniu odwrotno-
$ci, przyblizonej odwrotnosci lub pseudoodwrotnosci operatora G:

y=Gl¢& v,u(d)] (11)

gdzie y jest ,,doktadnym” surowym wynikiem pomiaru, jaki mégiby by¢ uzyskany
w przypadku braku czynnikéw zaklécajacych. Bardziej efektywne podejscie do
wzorcowania oparte jest na bezposredniej identyfikacji operatora R — [44], [50-52].

3.2. STRUKTURA ROZWIAZANIA ZADANIA ESTYMACII STEZEN

Estymata ¢ wektora stezen ¢ moze by¢ wyznaczona bezposrednio z danych po-
miarowych y albo na podstawie estymaty widma uzyskanej w wyniku obrébki tych

danych. W obydwu przypadkach ogélna struktura rozwigzania zadania estymacji ste-
zen pozostaje taka sama i obejmuje matematyczne modelowanie danych pomiaro-
wych, wzorcowanie spektrofotometru oraz wlasciwa estymacje stgzen. Dla uproszcze-
nia notacji w dalszym ciagu tego artykulu pomijane beda argumenty operatoréw
R i G, pojawiajace si¢ po $redniku w ich definicjach, tzn. we wzorach (10)i (11).
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3.2.1. BEZPOSREDNIA ESTYMACJA STEZEN

Jak pokazano w podrozdziale 2.3, praktycznie kazdy element spektrofotometru
moze wnosi¢ pewng sktadowa biedu o charakterze przypadkowym lub systematycz-
nym. Najczesciej taczne dziatanie tych wszystkich sktadowych uwzglednia si¢ w mo-
delu matematycznym danych pomiarowych w sposéb nastgpujacy:

y=y+n (12)

gdzie n=(7, ... 77N]T jest wypadkowym (zastgpczym) zaburzeniem danych pomiaro-
wych.

Wzorcowanie spektrofotometru polega na identyfikacji operatora G, wystgpujace-
go we wzorze (11), lub operatora R, zdefiniowanego wzorem (10), na podstawie na-
stepujacych danych pomiarowych:

Dcal ={le,yml} (13)

gdzie wektor danych y*“ jest wynikiem pomiaru uzyskanym za pomoca wzorcowane-
go spektrofotometru, reprezentujacym wzorcowa mieszaning sktadnikéw o stezeniach,
ktérych wartoéci tworzg wektor ¢, Zwykle zaklada si¢ przy tym, ze elementy tego
wektora znane sa dokladnie (tzn. bledy stezen mozna zaniedbad).

Wynik wzorcowania, wraz z pewng informacja aprioryczna (wstgpna) o odtwarza-
nych stezeniach ¢ i zaburzeniach danych 1, stuzy do wyznaczania estymaty ¢ wektora
stezen ¢ sktadnikéw badanej mieszaniny na podstawie danych pomiarowych ¥ uzy-

skanych za pomocg spektrofotometru. Tak sformulowane zadanie odtwarzania mezu-
randu, zaktadajac model danych doktadnych postaci (11), jest z reguty zadaniem Zle
uwarunkowanym numerycznie {66, s. 7]. Oznacza to, ze nawet bardzo mate zmiany
danych moga prowadzi¢ do bardzo duzych zmian rozwiazania. W konsekwencji nawet
rozwiazanie uzyskiwane dla danych obarczonych jedynie szumem kwantyzacji moze
by¢ zupetnie bezwartosciowe.

3.2.2. POSREDNIA ESTYMACJA STEZEN

W przypadku posredniej estymacji stezen jako model danych stuzy réwnanie
w postaci:

y=Glx]+n (14)

gdzie x jest wektorem prébek dokltadnego widma mieszaniny. Wzorcowanie polega
na identyfikacji operatora G lub operatora R, zdefiniowanego wzorem:

x=R[¥y] (15)

na podstawie nastepujacych danych pomiarowych:
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Dc‘al — {xcal’ ycal} (1 6)

gdzie x* jest wektorem probek widma odniesienia, a y™ wektorem odpowiadajacych
temu widmu danych uzyskanych za pomoca wzorcowanego spektrofotometru. Zakla-
da sig¢ przy tym, ze:

e Widmo odniesienia znane jest dokladnie (tzn. bledy x* mozna zaniedbac).

e Operator G ma postaé [33]:

Gx(4); A]= J.g(/1 = A x(A)dA' = g(A)* x(2) (17

gdzie g(A) jest funkcja aparaturowa spektrofotometru, modelujaca zaréwno wplyw
jego czesci optycznej, jak i elektroniczne;.

e Zaburzenia danych 7, sa realizacjami niezaleznych, identycznych zmiennych lo-
sowych 7 o zerowych wartosciach oczekiwanych i wariancjach ol

Liczne publikacje, zarowno te dotyczace konkretnego zastosowania jak i te ogol-
niejsze, wskazuja na to, ze przyjety model, opisany réwnaniem (14), z operatorem
G zdefiniowanym wzorem (17), pokrywa znaczng cze$¢ potrzeb praktycznych [12],
[13], [20], [24], [26], [33, s. 78, 114, 188, 231, 238, 269], [45, rozdz. 3], [67].

Wyznaczajgc estymate X(A1) widma badanej substancji x(1) na podstawie danych
pomiarowych ¥, uzyskanych za pomoca spektrofotometru, zakiada sie, ze znany jest
pewien model danych postaci (14) lub (15) i dostgpna jest pewna informacja aprio-
ryczna o widmie x(A) i zaburzeniach danych 1. Tak sformutowane zadanie odtwa-
rzania widma jest zadaniem zle uwarunkowanym numerycznie [33, s. 35]. Poniewaz
estymacja stgZen opiera si¢ w tym przypadku na wyniku odtwarzania widma absorp-
cyjnego x(A1), to jest to takze zadanie zle uwarunkowane numerycznie i metoda jego
rozwiazania musi mieé silne wiasciwosci regularyzujgce.

4. BAYESOWSKIE METODY OBROBKI
DANYCH POMIAROWYCH

4.1. ISTOTA METOD BAYESOWSKICH

Metody Bayesowskie nalezg do metod probabilistycznych, ktére sg adekwatnym
narzgdziem odtwarzania mezurandu, informacja aprioryczna ma charakter losowy [3].
Ich uzycie opiera si¢ na zalozeniu, ze odtwarzany mezurand ¢ jest realizacjg pewnego
wektora losowego ¢, natomiast zaburzenie danych m jest realizacja innego wektora

losowego 1. Pelne informacje aprioryczne o tych wektorach losowych — odpowied-
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nie funkcje gestosci rozkladéw prawdopodobienistwa a priori  f.(c)i f,(c)~ sa

w praktyce rzadko dost¢gpne. W najlepszym przypadku dysponujemy typem rozkiadéw
oraz estymatami ich dwdch pierwszych momentdw, tzn. wartosci oczekiwanej i wa-
riancji. Pelny wynik odtwarzania metodami probabilistycznymi nie jest na ogdét wy-
magany, a nawet bywa klopotliwy w uzyciu ze wzglgdu na swoja ekstensywnos¢.
Redukcja petnego wyniku do postaci uzytkowej, np. do postaci estymaty ¢, dokony-
wana jest najczesciej metodami wariancyjnymi.

Reguta Bayesa, nazywana niekiedy formuta prawdopodobiefistwa odwrotnego,
ulatwia wyznaczenie rozkltadu prawdopodobienstwa wektora losowego ¢ pod warun-

kiem, ze wektor losowy ¥ przyjal ustalong wartos¢ y . Ogélnie méwiac, umozliwia

ona poznanie przyczyny na podstawie wywotanych przez nia skutkéw [36]. Regula ta
ma postac:

filc(y | C)fs(c)

fgy(clY): fi(y)

(18)

gdzie f.(c) jest funkcja gestosci apriorycznego rozktadu prawdopodobienistwa wekto-
ra losowego ¢, ktdrego realizacja jest ¢; f;(¥) — funkcja gestosci apriorycznego roz-
kiadu prawdopodobiefistwa wektora losowego ¥, ktdrego realizacja jest ¥ ; fyz (c]¥)

— funkcjg gestosci rozktadu prawdopodobienstwa wektora losowego ¢ pod warun-
kiem, ze § = ¥; f;.(¥|c) zas funkcja gestosci rozktadu prawdopodobiefistwa wek-
tora losowego y pod warunkiem, ze ¢ = ¢. Funkcja f;(¥) nie zalezy od wektora c,

poniewaz:

3= [ fF 0 (0de (19)

c
gdzie C jest zbiorem dopuszczalnych rozwiazan. Estymacj¢ wektora ¢ oprzeé wigc
mozna na analizie licznika prawej strony wzoru (18). Najczesciej stosuje si¢ nastgpu-

jace estymatory wektora ¢:
e regresyjny:

&= [efy(c| F)de (20)
Cc

® najwigkszej wiarygodnosci:

¢ =arg, sup{ fy; (c| §)} = arg, sup{ fy (¥ | €) f ()} 2y
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¢ medianowy:

¢=arg, jf(cjli)dcj= [ fee;19de,1i=1007 22)

7

Wybdr estymatora zalezy w ogdlnosci od specyfiki zadania; najczesciej jednak
stosuje si¢ estymator najwigkszej wiarygodnosci, zdefiniowany wzorem (21).

4.2.ROLA INFORMACII A PRIORI

Kluczowym elementem kazdej metody Bayesowskiej jest rozklad gestosci praw-
dopodobienstwa a priori, ktéry charakteryzuje wiedz¢ o mezurandzie i surowych da-
nych pomiarowych, dostepna przed zebraniem tych danych [42, s. 20]. Wybdr rozkla-
du a priori wektora losowego ¢ obejmuje wybdr typu rozktadu oraz jego parametréw.

W praktyce bardzo czesto wiedza o estymowanym mezurandzie ogranicza si¢ do
przedziatu [a, b] jego mozliwych wartosci; wowczas, aby nie wyrdznié zadnej z reali-
zacji mezurandu, stosuje si¢ tzw. nieinformatywny rozktad a priori [42, s. 23], najcze-
sciej — rozktad réwnomierny:

f.(e)= dla cela,b)’ (23)

b-a)

Podczas doboru rozktadu a priori warto zabiega¢ o to, aby wynikajacy zen rozktad
a posteriori nalezat do tej samej rodziny rozktadéw. Méwi si¢ wtedy o tzw. rozkta-
dach sprz¢zonych. Zastosowanie rozkltadéw sprzezonych prowadzi do prostego wy-
znaczenia momentéw lub innych charakterystyk rozktadu a posteriori, gdyz sa one
stosunkowo prostymi funkcjami momentdw rozktadu a priori lub tez danych pomia-
rowych.

Jak wynika ze wzoru (18), rozktad a posteriori jest proporcjonalny do rozktadu
a priori i do rozkladu danych pomiarowych. Jezeli wykres funkcji gestosci rozktadu
a priori jest stosunkowo ptaski, to estymata Bayesa odzwierciedla w gtéwnej mierze
informacj¢ zawarta w danych pomiarowych. Jezeli natomiast jest on wyostrzony, to
estymata Bayesa odzwierciedla przede wszystkim informacj¢ zawarta w informacji
a priori. W kazdym przypadku wraz ze wzrostem liczby danych pomiarowych wzrasta
dominacja rozktadu danych pomiarowych nad przyjetym rozktadem apriorycznym.

4.3. PRZYKLADY ZASTOSOWAN

Ze wzgledu na zlozono$¢ obliczeniowa oraz trudno$ci zwiazane z pozyskaniem
dostatecznej informacji apriorycznej o przetwarzanych sygnatach do poczatku lat
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dziewigédziesiatych XX w. doniesienia literaturowe na temat zastosowan Bayesow-
skich metod obrébki danych pomiarowych byly stosunkowo nieliczne. Nalezy do nich
koncepcja jednoczesnej estymacji mezurandu oraz wariancji zaburzein danych
N przedstawiona w [31] oraz metoda interpretacji danych sejsmicznych, charaktery-
zujacych dno morskie w pewnym rejonie pdinocnego Atlantyku, zaproponowana
w [8].

Istotny wzrost mocy obliczeniowej komputeréw, zwlaszcza procesoréow sygna-
towych, sprawil, ze w koncu lat dziewigédziesiatych XX w. metody Bayesowskie
staly si¢ jednym z chetniej stosowanych narzedzi przetwarzania sygnaléw. Przeglad
zastosowan tych metod w dziedzinie cyfrowego przetwarzania obrazéw do celow
pomiarowych i diagnostycznych znalezé mozna w [10], [18], [21] i [57]; przykiad
zastosowania do usuwania zakldcen z obrazow ultrasonograficznych — w [1]; przy-
ktad zastosowania do odtwarzania obrazéw tomograficznych — w [17], [22], [28];
przyktad zastosowania do analizy elektroencefalograméw — w [9] i [15]. Innym ob-
szarem, w ktérym ostatnio szczegdlnie chetnie wykorzystuje si¢ metody Bayesow-
skie, jest elektroakustyka. Przyklady jej zastosowania do analizy sygnalu mowy
znalez¢ mozna w [19], [39], [61] i [68]; przykiad zastosowania do ttumienia poglosu
— w [37]; przykiad zastosowania do usuwania zakltécen z nagran dzwigkowych —
w [38].

W ostatnich latach mozna takze zauwazy¢ wzrost zainteresowania mozliwoscia za-
stosowania tych metod do oznaczania sktadu substancji chemicznych na podstawie
danych spektrometrycznych. I tak w [53] i [34] zaproponowano metody jednoczesnej
estymacji stezen i widm sktadnikéw mieszaniny z zalozeniem, ze:

e widma sktadnikéw oraz widmo mieszaniny zostaly zmierzone za pomoca tego
samego spektrofotometru;

e zmienne losowe, modelujace stgzenia i widma skladnikow, sa statystycznie nie-
zalezne;

e dostepna jest informacja a priori o stgZzeniach i widmach skladnikéw w postaci
odpowiednich funkcji gestosci prawdopodobienstwa.

5. BAYESOWSKA METODA ESTYMACIJI STEZEN

5.1. ZALOZENIA

Metody odtwarzania wektora stezen ¢ = [¢; ... ¢;]" J sktadnikéw, wchodzacych
w sklad analizowanej substancji, opieraja si¢ na wykorzystaniu wzoru (7), w mysl

ktorego wektor probek widma mieszaniny, xt = [x* .. x,’jb]"', jest liniowa kombi-

nacja wektoréw probek widm wszystkich jej sktadnikéw, x{* ... x7:
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x* =cx +. 4+, xf =X (24)

gdzie X* =[x ... x**]. Zadanie estymacji wektora stezei skladnikéw analizowanej

mieszany na podstawie surowych danych pomiarowych §'", reprezentujacych jej

widmo w dziedzinie transmitancji x"'(1), rozwiazane zostalo metoda Bayesowska
z nastepujacymi zalozeniami:

e Widmo x""(J) oraz obwiednia surowego wyniku pomiaru y"'(1) sa ciagtymi
funkcjami dtugosci fali A, ktérych zalezno$¢ opisuje réwnanie catkowe:

1=y () = g *[1-2" (D= [g(A= A= (A)dA 25)

ktére po dyskretyzacji przybiera postac:

1-y" =G(1-x") (26)

e Zaburzenia surowych danych pomiarowych §”° modelowane sa za pomoca
wektora n = [77y, ..., nv]”, ktérego sktadowe 7, sa realizacjami identycznych nieza-
leznych zmiennych losowych 77 o zerowej wartosci oczekiwanej i skoficzonej wa-
riancji.

¢ Dostepna jest informacja a priori w postaci wariancji rozktadu zmiennych loso-
wych 77 oraz wartosci oczekiwanej i macierzy kowariancji wektora ¢ =[c,,....,¢c,]" -

e Dostepne sa widma wzorcowe sktadnikéw mieszaniny, tzn. macierz ). G

¢ Adekwatnym modelem zalezno$ci pomiedzy st¢zeniami a odpowiadajacym im
widmem sg rOwnania:

KAI) =X*c+g X))
x"" =CAT[x"]= CAT[X"c+¢] (28)

w ktérym g=[g,...£ N]T jest wektorem losowym modelujacym tzw. widmo szczat-

kowe, odpowiadajace niezidentyfikowanym lub zignorowanym skladnikom analizo-
wanej substancji, a symbol CAT oznacza operator przeksztatcenia absorbancji
W transmitancjg

7oy x0T =x7 = CATIX™ | =[1075" ..., 1075 | (29)
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W danych zalozeniach model danych pomiarowych przybiera postac
y=1-G(1-x")+7 (30)

ktéra po wstawieniu réwnania (28) uzyskuje forme¢ dogodna do wyprowadzenia esty-
matora

§" =1-GU-CAT[X*c+e]) +7 o

5.2. ESTYMATOR

Zaproponowana w rozprawie [54] metoda estymacji wektora stgzefi ¢ na podsta-
wie realizacji §'* wektora losowego ifn opiera si¢ na odpowiednim wykorzystaniu

wzoru (18), ktéry po uwzglednieniu zbioru dopuszczalnych rozwigzan C przybiera
postaé

¢=arg sup{ f, (3" |©)fo(0)|ec C) (32)
przy czym zbiér C zdefiniowany jest wzorem:
C={c|c,enc; 20, ¢+ s+, 1)
poniewaz st¢zenia sg zawsze dodatnie, a ich suma z definicji nigdy nie przekracza 100%.
W celu uwzglgdnienia wptywu niezerowych steZen sktadnikéw, niepodlegajacych

oznaczaniu, skorzystano z nastepujacej zaleznosci wynikajacej z definicji prawdopo-
dobienstwa warunkowego:

For (70 = f G7 [©)£(0) (33)
Poniewaz zalezno$¢ ta jest prawdziwa dla kazdej realizacji ¢ zmiennej losowej ¢
fyr ae G210 = fym (G 12,02 (34)
a zmienna losowa & nie zalezy od ¢, zachodzi réwnos¢

AN DEF SN G LA (35)

w ktérej fi” glc(S?T',z:]c) jest funkcja tacznej gestosci prawdopodobienstwa zmien-

nych losowych zr" i € pod warunkiem, ze ¢ =c; fi"’ t:lc(ir’,a|c) jest funkcja gesto-
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sci prawdopodobienstwa zmiennej losowej § pod warunkiem, Ze g =€ oraz ¢ =c;
f(€) jest funkcjq gestoéci prawdopodobienistwa a priori zmiennej losowej €.
Jak wynika ze wzoru (31), zmienna losowa y' jest liniowa funkcja zmiennej lo-

sowej 1, przy czym

=Tr
de{ayr }:1 (36)
on
a zatem
~Tr
fz"" |§,c(y e.0)= fQ ) [q=y" -1+G (1-CAT[X*c+¢]) 37)

Po uwzglednieniu tego faktu réwnosé (35) przyjmuje postac:

for g7 l0)= f,{F7 ~1+G(1-CAT[XPc+e])}f, (¢) (38)

Ele
Funkcja fyr, Ic(?T’c) , ktéra wystepuje we wzorze (32), moze by¢ wyznaczona
przez obustronne calkowanie réwnania (38) po zbiorze wszystkich wartosci wektora €

~Tr _ ~Tr
Sy @10 = [fin (7 el 0)de
y (39)
= [£{F" -1+ GU-CATIX¥c +eD)} £, (e)dz
21
gdzie E jest zbiorem dopuszczalnych realizacji zmiennej losowej g. Jak tatwo zauwa-

zy¢, prawa strona tego réwnania wyraza warto$¢ oczekiwana nastgpujacej funkcji
zmiennej losowej g:

f@=f,{§" -1+ G- CAT[Xc+e))} (40)

€O Oznacza, ze
e F7 1) =ELf @I=ELfy{§" -1+G (- CAT[Xc+g])) @1
Zakladajac, ze realizacje zmiennej losowej &€ maja odpowiednio mate wartosci,

mozliwa jest linearyzacja tego wyrazenia, co prowadzi do nastgpujacego uproszcze-
nia:

e G | =Elf@]=f,{§" ~1+G(-CATX¥c+EleD} ~ (42)
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Estymator wektora stezen przybiera w konsekwencji postaé

¢ = arg_ sup{ fﬂ(y‘“ -1+G(1-CAT[X*c+E[e])} f,(c)|ce C} (43)

5.3. OGOLNA METODYKA BADAN

Badania metrologicznej przydatnosci zaproponowanej Bayesowskiej metody esty-
macji stezen (oznaczanej dalej akronimem MB) przeprowadzono z uzyciem danych
pOisyntetycznych i rzeczywistych, reprezentujacych widma absorpcyjne mieszanin sub-
stancji organicznych i nieorganicznych. Synteze uzyskanych wynikéw przedstawiono
w trzech kolejnych rozdziatach. I tak rozdziat 6 dotyczy mieszanin fenoli, rozdziat 7 —
mieszanin olejéw jadalnych, rozdziat 8 za$ — mieszanin substancji nieorganicznych. We
wszystkich przypadkach wyniki estymacji, uzyskane z uzyciem MB, poréwnano z od-
powiednimi wynikami estymacji, uzyskanymi za pomoca metody najmniejszych kwa-
dratéw z ograniczeniami (oznaczanej dalej akronimem MNKO), zdefiniowanej wzorem

¢=arg_sup{|| ¥ —1+G(1-CAT[X*c))||,|ce C} (44)

Wyniki estymacji stezen, uzyskane z uzyciem danych pétsyntetycznych, poddano
obrdbce statystycznej. Kazdy eksperyment numeryczny zostat powtérzony R = 100
razy dla réznych realizacji wektora n, reprezentujacego zaburzenia danych pomiaro-
wych, oraz dla réznych realizacji widma szczatkowego €. Wyniki estymacji
{e(r)| r =1, ..., R} zostaly uzyte do wyznaczenia estymaty wzglednego obcigzenia

A1 E .
bj:EZ&j(r) dlaj=1,..,5 (45)

r=1

oraz estymaty wzglednego odchylenia standardowego

L

R
j:J-E!:-l-Z[&j(r)—bj]z dlaj=1,..5 (46)
r=1

gdzie 6¢;(ry=[¢;(r)—¢;1/¢; .

Rzeczywiste dane pomiarowe zebrano z uzyciem spektrofotometru SpectraMatch
GT firmy CVI Laser Spectral Products. Jako dane odniesienia uzyto wyniki uzyskane
za pomocg bardzo dokladnego spektrofotometru U-3300 firmy Hitachi. Jako kryte-
rium dokladnosci estymacji st¢zen na podstawie danych rzeczywistych przyjgto znor-
malizowany biad $redniokwadratowy

6 6
j=1 J=1
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6. PRZYKLAD ZASTOSOWAN — ANALIZA MIESZANIN FENOLI

Przedstawiong w poprzednim rozdziale metode estymacji stezenn (MB) zastosowa-
no do analizy mieszanin nastgpujacych substancji chemicznych: 2-chlorofenolu, 2,4-
dichlorofenolu, 2,4,6-trichlorofenolu, 4-nitrofenolu, 4-chlorofenolu oraz m-krezolu.
Badania przeprowadzono z uzyciem danych pétsyntetycznych, reprezentujacych wid-
mo absorpcyjne w zakresie dtugosci fali 260-450 nm [54, rozdz. 6 i 7]. Przyjeto zato-
zenie, ze zmienne losowe ¢ i N maja rozklad normalny, tzn.:

¢ Funkcja gestosci prawdopodobienstwa a priori zmiennej losowej ¢ wyraza sig
wzorem:

) 1 e Y5 (e
£()=(2m) 2 det(E,) 2exp{— ot ) i (c—p ")} (48)

gdzie wektor . jest wartoscia oczekiwang zmiennej losowej ¢, a X, jest jej macierza
kowariancji.
» Funkcja gestosci prawdopodobienstwa a priori zmiennej losowej n wyraza sig

wZzorem:

S )M
fa)=Q2na,) 2 exp T35 (49)
gdzie 0'; Jest wariancja elementéw wektora 1.

Badania wlasciwosci numerycznych i metrologicznych MB przeprowadzono
w $rodowisku obliczeniowym MATLAB. Podstawa programowej implementacji tej
metody byla nastepujaca definicja funkcji celu wystgpujacej we wzorze (43):

function value = FUN(c) (&)
value =(c—p,) ' (c—p,) +i2|| §7 -1+ GU-CATX™c+u )[* (51
O,
17

Jej minimalizacje z ograniczeniami przeprowadzono z uzyciem procedury FMINCON
z biblioteki Optimization Toolbox.

6.1. METODYKA BADAN

6.1.1. SYNTEZA DANYCH

Wyniki pomiaru widm szesciu skladnikéw (2-chlorofenolu, 2,4-dichlorofenolu,
2,4,6-trichlorofenolu, 4-nitrofenolu, 4-chlorofenolu oraz m-krezolu) analizowanych
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Rys. 5. Widma szesciu substancii, ktére postuzyty do syntezy danych
Fig. 5. Spectra of six substances, which have been used for data synthesis

mieszanin — tj. wektory x, x27, x2*, x2, x2* i x* uzyskane za pomocg spektro-

fotometru odniesienia o rozdzielczos$ci 0,2 nm, a przedstawione na rysunku 5 — postu-
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zyly do syntezy odpowiednich danych reprezentujacych widma mieszanin wedhlug

nastgpujacego wzoru:

A

gdzie g jest parametrem wplywajacym na stosunek najwigkszej do najmniejszej wartosci

stezen.
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Rys. 6. Widma sktadnikéw, ktére postuzyly do syntezy widma szczatkowego
Fig. 6. Component spectra which have been used for synthesis of residual spectra

Dane reprezentujace cztery inne widma — wektory €
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|
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q q
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e 1 g (rys. 6) po-

stuzyly do syntezy tzw. widma szczatkowego, ktére reprezentuje niepodlegajace es-
tymacji sktadniki analizowanych mieszanin o §ladowych stezeniach
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e=p, & +u el +usef +u el (53)

gdzie u), u,, us, i Uy sa niezaleznymi zmiennymi losowymi o rozktadzie réwnomier-
nym w przedziale [0, 1], a wspdlczynnik p jest parametrem okreslajacym poziom
widma szczatkowego.

6.1.2. PROGRAM BADAN

Program badan obejmowal dwie grupy eksperymentéw numerycznych. Pierwsza
grupa zorientowana byla na zbadanie wlasciwosci MB, gdy stosunek ekstremalnych
wartosci st¢zen nie przekracza 20, druga — na zbadanie tej metody, gdy stgzenia pod-
legaja wigkszym rozrzutom. W obu grupach eksperymentéw wykorzystano funkcje
aparaturowg hipotetycznego spektrofotometru, pokazang na rysunku 7.

Eksperymenty nalezace do pierwszej grupy przeprowadzono z zalozeniem, ze
g=1,oraz ¢,=0,2, ¢,=0,1, ¢;=0,05, ¢,=0,17, é&=0,01i ¢,=0,13. Na rysunku

8 przedstawiono wektor x* otrzymany dla tych wartodci g i ¢,, wraz z od-

j’
powiadajacym mu surowym wynikiem pomiaru §*°. Wybrane wyniki eksperymen-

tow, nalezacych do pierwszej grupy, przedstawiono w punkcie 6.2.1.

oz2r

| g

0.05f

o M
A,[nm]

Rys. 7. Funkcja aparaturowa hipotetycznego spektrofotometru wykorzystana do syntezy danych
Fig. 7. Apparatus function of a hypothetical spectrophotometer
which has been used for data synthesis

Eksperymenty nalezace do drugiej grupy przeprowadzono z zaloZeniem, ze g €
{1, 10, 10%, 10°, 10*} oraz ¢,=0,2, ¢,=0,1, ¢é,= 0,05, é,=0,17, é5= 0,011 é=0,13.
Na rysunku 9 przedstawiono wektor x** odpowiadajacy g = 10* wraz z odpowiadaja-
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cym mu surowym wynikiem pomiaru ¥*°. Wybrane wyniki eksperymentéw naleza-
cych do drugiej grupy przedstawiono w punkcie 6.2.2.

0 1 n 2 2 I
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

A[nm]

Rys. 8. Widmo analizowanej mieszaniny oraz dane reprezentujace to widmo
wykorzystane w pierwszej grupie eksperymentéw
Fig. 8. Spectrum of the analysed mixture and the data representative of that spectrum,
used in the first group of experiments

T T Y T T T T T T

04r Ab b

02f

01

0 \ ) ) N " N N L
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Alnm

Rys. 9. Widmo analizowanej mieszaniny dla g = 10* oraz dane reprezentujace to widmo,
wykorzystane w drugiej grupie eksperymentéw
Fig. 9. Spectrum of the analysed mixture for g = 10* and the data representative of that spectrum,
used in the first group of experiments
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6.2. WYNIKI BADAN

6.2.1. WYNIKI ESTYMACJI STEZEN O POROWNYWALNYCH POZIOMACH
Badania MB zostaly przeprowadzone dla dwdch wariantéw informacji a priori:
Viip, =¢, X, = diag{of,l, v 0’3,6}, gdzie o, ; € {10'2, 107, 10_6} (54)
V2: m =09¢, E, =diag{c},,..., 0}, gdzie o, ; €{107¢,,107¢,,107¢ } (55)
dlaj=1, ..., 6. W obu przypadkach przyjeto:

b =" e’ +ei” +ef?) (56)

5 z
10* 10° 10° 10" 10* 10° 10° 10 10 10

Rys. 10. Przyklady zaleznosci estymat l;j i §;, uzyskanych za pomocg MB dla p, =¢ (kolor czarny)
oraz MNKO (kolor czerwony), od parametru p
Fig. 10. Examples of the dependence of the estimates 51 and §, obtained by means of MB

for p, =¢ (red line) and MNKO (black line), on the parameter p
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Pelne wyniki estymacji dla wszystkich badanych wartosci parametréow p, o, 1 o
zamieszczono w rozprawie [54]. Tutaj przytoczone zostang tylko niektdre z nich, naj-
lepiej ilustrujace wnioski z badan.

Na rysunkach 10-12 przedstawiono zaleznos¢ uzyskanych estymat b; i s, od od-

chylenia standardowego zaburzei danych o, odchylenia standardowego rozkladu
a priori o, i parametru p. W celu rozréznienia wynikéw odpowiadajacych poszcze-
gblnym skladnikom zastosowano nastgpujace rodzaje linii: ¢) —————, €3 vvevrvenin,
C3 mimiems, Cf == == , C5 ¥—F—F Oraz ¢g ©—0—0 . Ze wzgledu na niezaleznosé
MNKO od odchylenia standardowego o, na wykresach przedstawiajacych zaleznosci
wynikow estymacji, uzyskanych za pomocg tej metody od o, przedstawiono wartosci
usrednione (po realizacji kazdego eksperymentu numerycznego).

10 10' -
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10y o, = 10
/=107
10" P 4
2
w0’}
b
J
10 * +
I i e e i e —
10
0 s e s ———
7
10 " 2
10* 107 10 10* 10 10° 10°
O-L'
.
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-6
10° O’ll =10 4
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10" p 4
10* 1
-
3
S$;© ]
10 g —+
e
Jo fpame o s e e e v i e e T T ]
10* p
B s e e e )
- "
10 . 10
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Rys. 11. Przyklady zaleznosci estymat 1;j i §;, uzyskanych za pomoca MB dla p, =¢ (kolor czarny)
oraz MNKO (kolor czerwony), od parametru o,
Fig. 11. Examples of the dependence of the estimates l;j and 5, obtained by means of MB

for p, =¢ (red line) and MNKO (black line), on the parameter o



Analiza kompletnych wynikéw estymacji, zawartych w rozprawie [54], wska-
zuje na przewage MB nad MNKO w warunkach duzego poziomu zaburzeii danych
pomiarowych. Wraz ze wzrostem dokladnosci informacji apriorycznej, tzn. dla
mniejszych wartosci o, coraz wigksza rolg odgrywa poprawnos¢ przyjetej infor-
macji a priori.
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b.w 10
j & b/
g ¥ ¥ » W
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Rys. 12. Przyklady zaleznosci estymat l;j i §;, uzyskanych za pomoca MB dla p, =0,9¢ (kolor czarny)
oraz MNKO, (kolor czerwony), od parametru o,
Fig. 12. Examples of the dependence of the estimates 5J. and §, obtaincd by means of MB

for p, =0.9¢ (red line) and MNKO (black line), on the parameter o,

W przypadku wariantu V1, w ktérym przyjeta warto$¢ oczekiwana odtwarzanego
wektora stezen jest rowna dokladnej wartosci stezen uzytych do syntezy danych,
wraz ze spadkiem wartosci o, uwidacznia si¢ przewaga MB nad MNKO, co jest
szczegblnie widoczne w przypadku wysokiego poziomu zaburzen danych pomiaro-
wych. Jest to spowodowane faktem, iz w tym przypadku dominujaca rolg w wyraze-
niu (43) zaczyna odgrywac skladnik reprezentujacy informacj¢ a priori o odtwarza-
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nych stgzeniach. W konsekwencji doktadno$é¢ wynikéw estymacji uzyskanych za
pomocy tej metody znacznie wzrasta w stosunku do MNKO, dla ktdrej uzyskane
wyniki pozostaja na statym poziomie, niezaleznie od parametru o,. Dodatkowo dla
duzych wartosci o, wyniki estymacji uzyskane za pomoca obu metod sg poréwny-
walne, przy czym dokladno$é estymacji jest praktycznie niezalezna od poziomu
widma szczatkowego p.

Dla matych wartosci o0, wyniki uzyskane za pomocg obu metod sa poréwny-
walne i sa niezalezne od o.. W przypadku MNKO jest to oczywiste, poniewaz
metoda ta nie uwzglednia zadnej informacji a priori dotyczacej odtwarzanych
stgzen, natomiast w przypadku MB brak wplywu parametru o, na wyniki estymacji
jest uzasadniony bardzo dokladnymi danymi pomiarowymi (g, = 107, co powo-
duje, ze w wyrazeniu (43) dominujaca role podczas estymacji odgrywa sktadnik
reprezentujacy dane pomiarowe. Dodatkowo w tym przypadku do pewnego po-
ziomu widma szczatkowego (p = 107°) dokiadno$¢ estymacji obu metod jest
poréwnywalna i praktycznie niezalezna od p. Powyzej tej wartosci granicznej do-
ktadno$¢ estymacji maleje, przy czym wyniki estymacji uzyskane za pomocag MB
sa doktadniejsze niz wyniki uzyskane za pomoca MNKO, co jest uzasadnione
uwzglednieniem informacji a priori dotyczacej takze widma szczatkowego,
w przeciwienstwie do jej braku w MNKO.

Wyniki uzyskane dla wariantu danych V2 obrazuja wptyw doktadnosci informacji
a priori na wyniki estymacji za pomoca MB. W przypadku gdy zbiér dopuszczalnych
rozwiazan jest stosunkowo szeroki (o, = 10-2-¢), nawet przy niedokiadnej informacji
a priori dotyczacej odtwarzanych stgzen, w tym przypadku p_, =0,9¢, wyniki uzy-
skane za pomocg obu metod sg poréwnywalne, przy czym dla duzych wartosci zabu-
rzefi danych pomiarowych o, znowu mozna zaobserwowaé pewna przewage MB.
Wraz ze wzrostem doktadnosci informacji a priori w zakresie duzych warto$ci zabu-

rzen oy, wzgledne obciazenia wynikéw estymacji b ; daza do wartosci 0,1 ¢, niezalez-
nie od poziomu widma szczatkowego p. Jest to spowodowane tym, iz dla odpowiednio
malej wartosci parametru o, zbidr dopuszczalnych rozwigzan zostaje ograniczony do
bardzo waskiego zakresu wartosci wokoét niedoktadnej wartosci p, =0,9¢. W przy-
padku matych wartosci zaburzen danych pomiarowych oy, wyniki estymacji uzyskane

za pomoca MB dla wariantu V2 sa poréwnywalne z wynikami dla wariantu V1, nie-
zaleznie od poziomu widma szczatkowego p.

6.2.2. WYNIKI ESTYMACI MALYCH STEZEN W OBECNOSCI DUZYCH STEZEN

Analiza dokladnosci estymacji stezen z uzyciem zaproponowanej MB w przypad-
ku duzego rozrzutu stgzen sktadnikéw zostata przeprowadzona w nastepujacych zato-
zeniach dotyczacych informacji a priori:



B =08¢, T, =diag{ol,,..,0l¢}, gdzie o, ; =03¢; dlaj=1,..,6

P, oAb, Ab | _Ab | _Ab
lle—?(sl +ey +&3 +E;)

Tabela 1. Maksymalne wartosci b; dla p =107, uzyskane dla MB i MNKO
Table 1. Maximum values of b, for p=10"", obtained for MB and MNKO

9,57:10"'(3)

MB 1,59-107%(5){1,53:107(5) | 1,53-107%(5) | 1,38:107'(5)
MNKO [ 1,40-107%(5)| 1,44:107(5) | 1,33-107%(5) [ 1,50:107'(5) | 9,85-107'(5)
MB 1,03-107%(5) [ 1,03-107(5) | 1,15-107%(5) | 1,21-107'(5) | 6,04-107'(5)
MNKO  [1,47-10%(2)[ 1,26-102(2) [ 1,40-107%(2) [ 1,37:107'(2) [ 9,23-107'(2)
[MB 3,02:107%(2) [3,10-107(2) [3,01-107%(2) | 2,19-107'(2) [ 7,39-107'(2)
| [MNKO  |1,27107(2) | 1,35:107%(2) | 1,19:107(2) [ 9,68-107'(2) | 5.4610°(2)
 [MB 1,20-103(2) ] 1,16:107%(2) | 9,43-10%(2) | 6,25:107'(2) | 7,14:107'(2)
MNKO [ 1,60-107%(2){1,39-107'(2)] 1,04-10°2) | 5,52:10°2) [5.03-10"'(2)
MB 5,44-10°(2)[4,91-10%2){3,10:107'(2) | 2,09:10°%2) | 1.03-10°4)
MNKO [ 1,4511077(2) ] 1,17-10°2) | 6,57-10°(2) [7.58:10"'(2) | 5,11-10"%(2)

W tabelach 1-4, zestawiono maksymalne wartosci b, i §, uzyskane zaréwno dla

MB, jak i dla MNKO — w nawiasach podano indeksy st¢zen, ktorych dotycza podane
warto$ci. Wyniki uzyskane w tym eksperymencie umozliwily sformutowanie nastg-
pujacych wnioskow:

Tabela 2. Maksymalne wartosci l;l. dla p =107, uzyskane dla MB i MNKO
Table 2. Maximum values of 1;, for p = 1072, obtained for MB and MNKO

1,65:107%(5)

1,60-107%(5)

2,17-107%(5)

1,45:107'(5)

0
9,52:107'(5)

2,44:107%(5)

2,60-107%(5)

2,86-107%(5)

1,71-107'(5)

1,10-10%(5)

4,53-107%(2)

3,63-10742)

3,92:107%2)

1,17:107'(2)

8,57-107'(2)

1,23-107'(2)

1,33:107'(2)

1,41-107'(2)

2,73:107(2)

1,77-10°(2)

1,84-107(2)

1,90-107'(2)

2,01-107(2)

4,73:107(2)

1,76:10°(2)

5,08:107'(2)

5,44-107'(2)

5,86:107'(2)

7,65:107'(2)

3,61-10°12)

9,17-107'(2)

8,08:107'(2)

1,16:10°(2)

2,13:10°(2)

2,42-10°2)

3,47-10°2)

3,53:10°2)

3,53-10°2)

1,72:107'(2)

1,64:10%4(2)

1,98:10%2)

2,10-10°2)

2,13-10°%2)

3,88-10°(2)

2,06:10°(4)

3,31-10"(2)

2,15-10"'(4)

2,28:10"'(2)

4,82:10"(2)

6,28-10"(2)
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Tabcla 3. Maksymalne wartosei §, dlap = 107, uzyskane dla MB | MNKO
Table 3. Maximum values of 5, forp = 1078, obtained for MB and MNKO

: gy
4| (Mletolsy e 10 10 10% 102
o MB 1,13-107(5)| 1,08:107(5) | 1,16:107%(5) | 9,95-107%(5) | 8,05-107'(3)
MNKO | 1L,16:107(5) | 1,13-107(5) | 1,01-107%(5) | 1,01:107'(5) | 6,81-107'(5)
. MB 7.81-107%(5) | 6,98:107%(5) | 8,43-107(5) | 7,63-107%(5) | 4,21:107'(3)
MNKO [ 1,03-107%(2){9,26:107(2) | 1,01-107%(2) | 1,05:107'(2) | 6,17:107'(2)
102 MB 1,72:107(2) | 2,01:107(2) | 2,08-107%(2) | 1,44:107'(2) | 7,60-107'(2)
MNKO  [9,03-107(2) | 1,02:107%(2) | 8,75:107%(2) | 7,24-107'(2) | 6,50-10%(2)
2 MB 9,48:10742) | 8,04:107(2) | 6,72-10%(2) | 7.90-107'(2) [ 9,19-107'(2)
MNKO | 1,26:107%(2) | 1,12-107'(2) | 8,90-107'(2) | 7,39-10%2) |6,60-10"'(2)
10" MB 1,13-107%(5) | 1,08-1073(5) | 1,16:107%(5) | 9,95:107%(5) | 8.05-107'(3)
MNKO | L16:107G3) [ 1,13:107%(3) [ 1,01-1073(5) | 1,01-107'(5) | 6,81-107'(3)

Tabela 4. Maksymalne wartosei s, dlap = 107, uzyskane dla MB i MNKO
Table 4. Maximum values of §; forp = 1072, obtained for MB and MNKO

g | Metoda 2
' 10°° 107 107 107 107
100 B 1,05-10%(5) [ 9,08:107(5) | 1,57-107%(5) [ 1,12-107'(5) | 6,61-107'(5)
MNKO | 1,69107%(35) | 1,68-10°%(5) | 2,15:107%(5) | 1,20-107'(5} | 8.17-107'(5)
1ot IMB 1,63:107(2) | 1,49-107%(2) | 1,80-107%(2) | 7,35-107%(5) [4,37-107'(5)
MNKO  |4,44-10%(2)|4,46:10%(2)| 4,67-107%(2) | 1,10-107'(2) | 5,87-107'(2)
102 IMB 7,80-10%(2) | 8,31-10%(2) | 8,70:10%(2) [ 2,34-107'(2) | 1,25-10°(2)
MNKO  |7,77:107'(2) | 7,06:107'(2) | 6,30-107'(2) | 1,20-10°%2) | 1,11-10"'(2)
i MB 5,11:107'(2) [4,96:107'(2) | 5.89-107'(2) | 1,78-10°2) | 2,22-10°(2)
MNKO | 4,80-10°2) | 3,40-10°(2) | 4,66:10°%(2) | 8,02:10"'(2)|6,92:10"%(2)
i MB 2,60-10°%2) | 2,69-10%2) | 2,79-10°2) | 5,10-10°(2) | 2,92-10%4)
MNKO  [3,10-10"'(2)|2,01-10*'(2)| 2,79-10*'(2) | 3,53:10*%(2) | 3,53-10(2)

¢ Niepewnos¢ estymat uzyskanych za pomocg MB jest mniejsza niz dla MNKO,
edy g = 10, przy czym wyzszos¢ MB jest bardziej zavwazalna dla mniejszych warto-
$ci parametréw ¢ 1 p.

e Gdy g = 1, uzyskanc dokladnosci estymacji dla obu metod sg pordwnywalne.
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7. PRZYKLAD ZASTOSOWAN —
ANALIZA MIESZANIN OLEJOW JADALNYCH

7.1. METODYKA BADAN

W artykule [49] przedstawione zostaty wyniki badania MB uzytcj do estymacji
stezen skladnikow mieszanin oleju kukurydzianego, oleju orzechowego i oliwy na
podstawie danych polsyntetycznych. Opieraja si¢ one na identycznych z przyjetymi
w rozdziale 6 zaloZzeniami dotyczacymi rozkladu wektora 1 oraz odmiennymi zaloze-

niami dotyczacymi rozkladu wektora ¢, przyjgto bowiem, ze

7
v(e)] v(c)
J(e)y=Cexp| ——F——— (59)
20,
a) 10° , . - b) 10" . .
M mm o =01
10
e, =001 T T
wf T o
B ;, """ g, =000] ~- T “"1 10 e I
- i i e o, =001
i |0"°j ! iy
| AL
-12
10 T I
10 I. VVVVV ml ------
0"
0™ : L s " 10 : 1 L .
0 0.2 04 . 06 0.8 A [ 02 04 _ 08 08 1
€ ¢

Rys. 13. Réznica migdzy ¢, a wartoscig oczekiwana zmicnnej losowej ¢, (a)

oraz migdzy o, a wartoscig odchylenia standardowego tej zmiennej (b)
Fig. 13. Difference between ¢; and the expected value of the random variable ¢, (a),

and between o, and the standard deviation of that random variable (b)

We wzorze tym C jest wspOlczynnikiem normalizujacym, a v(c) jest (J — 1)-
-wymiarowym wektorem, ktérego elementy zdefiniowane sg nastgpujacq transforma-
cja odwzorowujacg przedziat [0, 1] w przedzial (—o0, +o0):
¢, —¢; i
——2— dlaj=1,..,J-1 (60)

vf(c)Ecja—cj)

gdzie ¢, jest wartoscig ¢;, dla ktdrej funkcja gestosci odpowiedniego rozkfadu brze-

gowego osiaga maksimum. Warto zauwazy¢, ze warto$¢ ¢, jest bliska wartosci ocze-
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kiwanej zmiennej losowej ¢;, a warto§¢ o, — wartosci odchylenia standardowego
zmiennej losowej ¢ ; réznice pokazano na rysunku 13.

Do implementacji MB uzyto w tym przypadku pakietdw oprogramowania
MATLAB ver. 7.5, oraz programu globalnej optymalizacji TOMLAB ver. 6.0 (solver
glbSolve )', a funkcje celu, ktérej minimalizacja prowadzi do uzyskania estymat stezen
wedtug wzoru (43), zdefiniowano w sposéb nastgpujacy:

function value = FUN(c) 61
[V(C)]T v(c) | Ab Ab 2
value ===+ —||§"" ~GCAT(X"c+x}" +p,) || (62)
o, o,
1.2 T T T T T T T T T
1 ] ] ] 1 1 | i
| 1 ! ] 1 1 i 1
1____lwwmolejkukuydziany -L—__L__—_"__-_:____ _IL.._.._
' olej orzechowy 1 | t | |
! oliwa i | 1 1 |
| T t 1 1 1 1
0.8-———1" 1 o [ :______
!
=) b
< 06 -
]
@
©
£
g D e i B s B e e R
-}
0.2 -
0 (Al et
] | ] 1 1 1 1 t t
] ] ] 1 1 ] ] 1 ]
] ] I ! 1 ] ] 1 1
1 1 1 1 L Il 1 ]
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1
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Rys. 14. Dane zebrane za pomoca spektrofotometru typu FTIR o rozdzielczosci 1 cm™
Fig. 14. Spectrophotometric data acquired by means of a FTIR spectrophotometer of resolution 1 cm™

Do syntezy danych spektrofotometrycznych, uzytych w badaniach, wykorzystano
dane reprezentujace widma oleju kukurydzianego (%), oleju orzechowego (X4%)

i oliwy (i;”’) , zebrane za pomoca precyzyjnego spektrofotometru o wysokiej rozdziel-

czosci. Dane te pokazano na rysunku 14; podobienstwo widm sktadnikéw sprawia, ze
problem ich ilosciowego oznaczania jest wyjatkowo trudny. Dane pomiarowe poddano
wstegpnej obrébee (polegajacej na filtracji szumu i usunigciu linii bazy), a nastepnie
uzyto do generacji ,,doktadnych’ danych spektrofotometrycznych wedtug wzoru:

! Por. http://tomopt.com/tomlab/.
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. Ab oAb s < Ab . - - Ab
% = x4 6,5 + 6,%; (63)

gdzie:
¢, €{0,01, 0,05, 0,09}, ¢, e{0,01, 0,05, 0,09} i ¢;=1-¢,—-¢, (64)

sq stezeniami skladnikéw, podlegajacymi estymacji. Przykfad ,,doktadnych” danych

potsyntetycznych x* pokazano na rysunku 15.
Dane reprezentujace widma szczatkowe syntetyzowano wedlug wzoru

e= plue® +u,es’ +usef’ +u,el’) (65)

gdzie p jest parametrem okreslajacym poziom widma szczatkowego; u,, u;, u;, 1 U,
sg identycznymi niezaleznymi zmiennymi losowymi o rozkfadzie réwnomiernym
w przedziale [0, 1]; natomiast £, e#?, 4 i g/ sa wektorami probek funkcji Gaus-

sa, ktorych parametry podano w tabeli 5.

Tabela 5. Parametry funkcji Gaussa uzytych do generacji widma szczatkowego
Table 5. Parameters of Gauss functions used for generation of residual spectrum

g e ef? e
Wartos¢ oczekiwana 1700 nm 1900 nm 2100 nm 2400 nm
Odchylenie standardowe 8 nm 32 nm 22 nm 15 nm
1.4 . v v . . . .
1.2} -
1+ _
2
s 0.8} 4
&
g 0.6 E
o
o
0.4+ J
0.2+ ]
\\\\w—_‘\“——

) n 1 ! ! L
1500 1600 1700 1800 13900 2000 2100 2200 2300 2400 2500
dlugos&t fai [ nm)

Rys. 15. Przyklad ,,doktadnych” danych x* uzyskanych dla ¢ =0,01 i ¢, =0,01
Fig. 15. Example of ,,exact” data x* obtained for ¢, =0.01 and ¢, =0.01
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Rys. 16. Funkcja aparaturowa g(A) uzyta do syntezy danych
Fig. 16. Apparatus function g(1) used for data synthesis

7.2. WYNIKI BADAN

Poréwnanie MB z MNKO oparto na wynikach badan uzyskanych dla dwéch wa-
riantéw parametrow charakteryzujacych informacje aprioryczna:

VI1: ¢=¢,6,=¢i0,e{107,107%,107°,10™,107,107,107"} (66)
V2: ¢,=095¢,¢,=é,i0,€{107,10°,107,10™,1072,1072,107"} (67)

Tabela 6. Maksymalne wartosci b ,» uzyskane dla wariantu V1

Table 6. Maximum values of 5j, obtained for the variant V1

MB
G, MNKO
¢ | e, 107 107 107 107 107 107 107!
0,01] 0,01 [8,07:107'°[ 9,46:10° | 5,76:10% | 3,93-107 | 5,81-10° | 5,15-107* | 4,18-102 | 2,22-10""
0,010,051 1,31-10° | 1,41-10° | 1,01-1077 [ 6,74-1077 | 1,42:10° | 1,45-107 | 3,98-1072 | 1,14-10"
0,01[0,091{1,31-10° | 1,46:10® | 1,01-1077 [ 6,74-1077 { 2,39:107° | 2,07-107 | 4,10-1072 | 1,23-10""
0,051 0,01 | 1,31-107° | 1,41-10% [ 1,01-107 | 6,74-1077 | 2,58-107° | 2,26-107 | 2,37-107 | 2,01-10™"
0,05] 0,05 16,69-10°| 2,58-10° | 5,42:10% | 2,38-1077 | 2,82:107° | 2,82-107 | 3,00-107 | 3,90-1072
0,05] 0,09 [6,69-10"°| 4,49-10° | 5,42:10°° | 3,11-1077 | 2,61:10° | 2,51-107 | 2,34-1072 | 2,54-107>
0,09]0,01 | 1,31-107° | 1,46-107% | 1,01-107 | 6,74-107 | 4,72:107° | 3,16-107 | 2,54-1072 | 2,24-107"
0,09) 0,05 16,69:107"°| 4,49-10° | 5,42:107° | 4,43-1077 | 5,21:10 | 3,26-107 | 2,97-1072 | 4,02-10°2
0,09] 0,09 {7,75:107"°| 1,03-10° | 6,63-107 | 5,53-1077 | 4,87:10°° | 3,77-107 | 2,03-102 | 2,11-1072
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gdzie ¢, i ¢, sa dokladnymi wartosciami stgzen uzytymi do syntezy danych. W oby-

dwu przypadkach przyjeto p = 107 oraz M = N = 501. Maksymalne wartosci b i s oL
uzyskane dla BM i MNKO, pokazano w tabelach 6-9.

Tabela 7. Maksymalne wartosci §,, uzyskane dla wariantu V1

Table 7. Maximum values of §, obtained for the variant V1

MB

G, MNKO
¢ | ¢ 107 107 107 107 107 1072 107!
0,01 0,01 [5,33-107'°] 4,80-107° | 4,32-107* | 2,88:1077 | 4,55-107° | 3,94-107* { 3,42:107 | 1,65:10""
0,01 0,05 0 0 0 2,31-107° | 1,16:107° | 1,04-107 | 3,53-107 | 8,65107
0,0110,09 0 0 1,15107° [ 2,61-107 [ 1,96:-107° | 1,57-107 | 3,39:1072 | 9,49-1072
0,05 0,01 0 0 0 1,83-107 | 1,97-107 | 1,64-107 | 1,94-1072 | 1,53-107"
0,051 0,05 0 0 0 1,67-107 | 2,28:107° | 2,05-107° { 2,45-107 | 2,88-107
0,05 0,09 0 0 0 3,09-107 | 1,96:107° | 1,88-107 | 1,70-107 | 2,00-107
0,09 0,01 0 0 1,13:107° | 3,67-1077 | 3,63-10 | 2,37-107 | 2,34-107 | 1,56-107"
0,09 0,05 0 0 0 421-107 | 3,83-107° | 2,31-107 | 2,20-107 | 3,18:107
0,09 0,09 |5,34-107°| 4,69-10° | 4,24-107% | 3,57-107 | 3,94-107 | 2,64-107 | 1,54-107% | 1,55-107

Tabela 8. Maksymalne wartosci [;}., uzyskane dla wariantu V2

Table 8. Maximum values of 5/" obtained for the variant V2

MB
o MNKO
¢ | é 107 107 107 107 107 107 107
0,01] 0,01 5,00-107% | 5,00.102 | 5,00-107 | 5,00-107 | 5,00-107 | 4,98-107% | 4,34-107> | 1,97-10”"
0,01 0,05 | 53,0010 | 5,00-107% | 5,00-107% | 5,00-107 | 5,00-107 | 4,97-107% | 4,64-107% | 1,04-107'
0,01] 0,09 | 5,00-107% | 5,00-107 | 5,00-107 | 5,00-107% | 5,00:1072 | 4,98-107% | 5,14-107 { 1,22-10™"
0,05( 0,01 | 5,00-107 | 5,00-107 | 5,00-1072 | 5,00-107 | 4,99-107 | 4,43-107 | 2,65-107% | 2,40-10'
0,05 0,05 | 5,001072 | 5,00-102 | 5,00-1072 | 5,00-107 | 4,99:107 | 4,50-107% | 3,16:107* | 3,90-1072
0,05( 0,09 15,0010 | 5,00107% | 5,00:102 | 5,00-1072 { 4,99-107% | 4,44-107% | 1,95-107* | 2,32:1072
0,09} 0,01 | 5,00-107 | 5,00-107 | 5,00-102 | 5,00-107 | 4,98-107% | 3,73-107% | 2,53-107* | 2,14-10""'
0,09 0,05 [ 5,00-10 | 5,00-1072 | 5,00-1072 | 5,00-107 | 4,98-1072 | 3,76:107 | 3,42:107 | 3,92:107
0,09 0,09 | 5,00-107 | 5,00:107% | 5,00-107% | 5,00-107 | 4,98-107% | 3,76-107% | 1,88:107% | 2,32-1072
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Tabela 9. Maksymalne wartosci §;, uzyskane dla wariantu V2

Table 9. Maximum values of §,, obtained for the variant V2

MB
o, MNKO
é | ¢ 107 107 1075 107 107 1072 107!
0,01 0,01 0 1,31-107'%{1,20-107'%[ 1,20-107'%| 7,17-10° | 7,54-10~ | 3,22107% | 1,39:10""
0,01/ 0,05 0 1,31-107%]1,20-107'%{ 2,30-10°% | 1,08-107° | 1,04-10 | 3,53-107% | 7,71-1072
0,01 0,09 0 1,31-107'%] 1,43-10° | 1,61-107 | 1,96-10° | 1,50-107 | 3,23-107% | 9,45-1072
0,05[0,01 [1,05:107'%]1,31-107¢[1,05-107"°| 3,27-107 | 3,14:107° [ 2,91-107 | 2,06:107 | 1,68-10""
0,05(0,05[1,05107%}1,31-107'¢ 0 1,67:107 | 3,39-107° [ 2,96:107 [ 2,41-107% | 2,88:1072
0,05[0,09 [1,05107%]1,31-10°'° 0 2,79-107 | 3,57-107° 12,7110 | 1,45-10 | 1,84:10
0,09 [ 0,01 [3,54:10""11,16:107'% [ 4,04-107 | 5,18-1077 | 5,42:107 | 3,90-10~ | 2,32:1072 | 1,66:10""'
0,09(0,05[1,36:107'%]1,16:107'°| 8,60-10° | 5,90-107 | 5,18:107 | 3,26-10 | 2,40-1072 | 2,72-107
0,09] 0,09 [3,34:107°} 1,16-107'° 0 443107 | 5,37-10° | 3,83-10% | 1,33-107 | 1,78-1072

8. PRZYKEAD ZASTOSOWAN — ANALIZA MIESZANIN
SUBSTANCIJI NIEORGANICZNYCH

8.1. METODYKA BADAN

Badania MB, zastosowanej do analizy mieszanin substancji nieorganicznych,
przeprowadzono, uzywajc danych rzeczywistych, reprezentujacych widmo absorpcyj-
ne w zakresie dlugosci fali 260—450 nm [54, rozdz. 6 i 7], przy tych samych zaloze-
niach dotyczacych rozkladéw a priori, jak te przedstawione w rozdziale 7.

8.1.1. WZORCOWANIE SPEKTROFOTOMETRU

Do przeprowadzenia wzorcowania spektrofotometru SpectraMatch GT wykorzy-
stano probk¢ wodnego roztworu niobu, ktérej widmo zawiera wyrazne, dajace si¢
fatwo odseparowaé piki. Wyniki pomiardw tego widma w dziedzinie transmitancji
przedstawiono na rysunku 17: linia czarna — wynik uzyskany za pomoca spektrofoto-
metru U-3300, a linig czerwong — wynik uzyskany za pomoca spektrofotometru Spec-
traMatch GT podlegajacego wzorcowaniu.

Wzorcowanie spektrofotometru przeprowadzono, uzywajac danych reprezentuja-
cych pojedyncze piki, wydzielone z widm odniesienia. W celu spetnienia zalozen, na
ktorych opiera si¢ metoda spektralna z regularyzacja Tichonowa [43] wykorzystana do
wzorcowania, wartosci transmitancji 7" zastapiono ich dopetnieniami do jednosci 1 — T
(rys. 18). Uzyskana w ten sposéb estymate¢ funkcji aparaturowej spektrofotometru
SpectraMatch GT g przedstawiono na rysunku 19 linig czarna, a linig czerwona poka-

zano t¢ estymate po dodatkowej obrébee wygladzajace;.
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Afom]

Rys. 17. Wynik pomiaru widma niobu, uzyskany za pomoca spektrofotometréw U-3300 (linia czarna)
i SpectraMatch GT (linia czerwona)
Fig. 17. Result of spectrum measurement, obtained for niobium by means
of the spectrophotometers U-3300 (black line) and SpectraMatch GT (red line)
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Rys. 18. Dane uzyte do wzorcowania spektrofotometru SpectraMatch GT
reprezentujace pojedynczy pik widma niobu, wyizolowany z danych odniesienia (linia czarna)
i z danych uzyskanych za pomoca spektrofotometru SpectraMatch GT (linia czerwona)
Fig. 18. Data used for calibration of the spectrophotometer SpectraMatch GT representative
of a single peak of niobium spectrum, isolated from the reference data (black line) and
from the data acquired by means of SpectraMatch GT (red line)
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Rys. 19. Wynik wzorcowania spektrofotometru SpectraMatch GT:
estymata funkcji aparaturowej
przed (linia czarna) i po (linia czerwona) wygladzaniu
Fig. 19. Result of calibration of the spectrophotometer SpectraMatch GT: an estimate
of the apparatus function before (black line) and after (red line) smoothing

8.1.2. ESTYMACIJA STEZEN

Do badania MB uzyto danych spektrofotometrycznych, reprezentujacych roztwér
manganianu potasu (2 pg/mL), siarczanu kobaltu (1,5 pg/mL), dichromianu potasu
(0,2 mg/mL), siarczanu miedzi (10 mg/mL) i siarczanu niklu (10 mg/mL). Dane te
zebrano za pomocg spektrofotometru SpectraMatch GT;, przedstawiono je na rysunku
20 na tle odpowiednich danych zebranych za pomocg precyzyjnego spektrofotometru
U-3300. Na podstawie wstepnych badan spektrofotometru SpectraMatch GT ustalono,

emp _

ze odchylenie standardowe zaburzenia danych o, wynosi o, 0,004 i jest niezalez-

ne od dtugosci fali w badanym zakresie.

Na rysunku 21 przedstawiono wyniki pomiaru widm sktadnikéw analizowanej
mieszaniny, uzyskane za pomoca spektrofotometru odniesienia U-3300: a) dla manga-
nianu potasu, b) dla siarczanu kobaltu, ¢) dla dichromianu potasu, d) dla siarczanu
miedzi, e) dla siarczanu niklu. Szczegélowe wyniki estymacji stezen przedstawiono
w nastepnym podrozdziale.
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Rys. 20. Danc uzyskane za pomoca SpectraMatch GT (linia czerwona)
na tle widma odniesienia uzyskanego za pomoca U-3300 (linia czarna)

Fig. 20. Data obtained by means of SpectraMaich GT (red line) compared

with the refrence spectrum obtained by means of U-3300 (black line)
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Rys. 21. Wzorcowe widma sktadnikéw badanej mieszaniny
Fig. 21. Reference spectra of the components of the analysed mixture

8.2. WYNIKI BADAN

Estymacja stezen sktadnikéw mieszaniny substancji nieorganicznych zostata prze-
prowadzona dla kilku wariantéw informacji a priori. Na rysunku 22 przedstawiono
zaleznos¢ dokladnosci estymacji od odchylenia standardowego o, dla p,=¢ oraz

trzech wartoéci parametru u, € {0,107, 3x10™'}, a na rysunku 23 - dla p, =0,8¢.

Linig przerywana zaznaczono wartosé¢ d, = 0,88 uzyskang dla MNKO. Wyniki esty-
macji dla innych wariantéw informacji a priori zostaty przedstawione w tabeli 10.
Przytoczone wyniki estymacji stezen ilustruja wptyw uzytej informacji apriorycznej
na doktadnosé estymacji. W przypadku wigkszych wartosci o, wyniki uzyskane za
pomoca MB sa nieznacznie lepsze niz wyniki uzyskane za pomoca MNKO.



Rys. 22. Zalezno$¢ wskaznika dokladnosci estymacji 8, od odchylenia standardowego o,
dlaMBz p_=¢
Fig. 22. Dependence of the indicator of estimation accuracy 8, on the standard deviation o,
for MB with p_=¢

Rys. 23. Zaleznosé wskaznika dokladnosci estymacji 8, od odchylenia standardowego o
dlaMBz p, =038¢
Fig. 23. Dependence of the indicator of estimation accuracy &, on the standard deviation o
for MB with p_ =0,8¢
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Wraz ze wzrostem doktadnosci informacji apriorycznej, tzn. dla mniejszych warto-
sci o, coraz wigksza role¢ odgrywa poprawnos$¢ przyjetej informacji a priori. Zgodnie
z rysunkiem 22, w przypadku gdy p, =¢, dokladno$¢ estymacji rosnie. Sytuacja
przedstawiona na rysunku 23 pokazuje, jak falszywa informacja aprioryczna wptywa
na doktadnos¢ estymacji — wraz ze zmniejszaniem si¢ wartosci o, wyniki estymacji
daza do blednie przyjetej wartosci p, =0,8¢.

Tabela 10. Wskaznik dokladnosci estymacji d; dla MB i réznych wariantéw informacji a priori
Table 10. Indicator of estimation accuracy d; for MB with various variants of a priori information

O-
% g 107 10 107 107 107 108
0 3,17.107" | 8,62-107 | 1,05-10% | 1,20.10™ | 12010 | 1,33-10°®
é 1070 | 478107 | 3,95.107" | 4,05107° | 43810 | 43810° | 4,42-10°
310 | 81310 | 8,01-107 | 67010 | 6,71-10* | 6,71-10° | 6,77-107°
0 327107 | 1,37.107 | 1,71-107 | 2,000 | 2,00107" | 2,00.107

08¢ | .10 | 4,80-107" | 4,07-10" | 2,18-107 | 200107 | 200107 | 2,00-10™
310" | 813107 | 8,05-107" | 2,63.107" | 201-10" | 2,00.107 | 2,00-107!
0 3,52.107" | 2,640 | 40410 | 49810 | 500107 | 500107
05¢ | 107" | 484107 | 428107 | 465107 | 499107 | 500107 | 500107
310" | 81310 | 811107 | 544.10" | 500107 | 500107 | 500107
0 39710 | 3,55-107 | 545100 | 696107 | 7,0010" | 7,00-107
03¢ | 107 | 487107 | 480107 | 615100 | 6,9810" | 7,000 | 7,00.107
3.10"" | 813.10" | 8,510 | 7,17-107 | 2,00-10" | 7,000 | 7,00-107

9. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przedmiotem badan, ktérych wyniki przedstawiono w niniejszym artykule, byla
nowa metoda estymacji stgzen sktadnikéw substancji chemicznych na podstawie da-
nych pomiarowych, uzyskanych za pomoca spektrofotometru o ograniczonej rozdziel-
czosci i niepomijalnym poziomie szuméw. Metoda ta, nazwana w skrécie MB, opiera
si¢ na wykorzystaniu informacji apriorycznej o spektrofotometrze i zbiorze dopusz-
czalnych rozwiazan, zagregowanej dzigki uzyciu reguly Bayesa. Wiasciwosci MB
zostaly zbadane zaréwno z uzyciem danych syntetycznych, jak i danych rzeczywi-
stych. Przedmiotem badan przeprowadzonych z uzyciem danych syntetycznych byly
nastgpujace cechy zaproponowanej metody:
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o wptyw doktadnosci informacji a priori na dokladno$é estymacji,

e wplyw poziomu widma resztkowego na doktadno$¢ estymacji,

e odpornos$¢ na zaktécenia danych pomiarowych,

e wplyw poziomu rozrzutu wartosci poszczegdlnych stezen na dokladnosé¢ estyma-
cji.

Ocena praktycznej przydatnosci MB przeprowadzona zostala z uzyciem danych
rzeczywistych, uzyskanych za pomoca spektrofotometru: SpectraMatch GT firmy CVI
Laser Spectral Products. Jako dane odniesienia uzyto wyniki pomiaru widma, uzy-
skane za pomoca bardzo doktadnego spektrofotometru U-3300 firmy Hitachi.

Na podstawie analizy wynikéw badan mozna stwierdzié, iz zaproponowana meto-
da estymacji stezen cechuje si¢ znacznie wigksza dokladnoscia niz powszechnie sto-
sowana MNKO, jesli odchylenia wartosci stezen od wartosci typowych nie przekra-
czaja +20%. Nalezy podkresli¢, iz doktadnosé metody estymacji opartej na formule
Bayesa w znacznym stopniu jest uzalezniona od dostepnosci i doktadnosci informacji
a priori na temat odtwarzanych stezen i samego spektrofotometru. Wymaganie to
moze by¢ jednak stosunkowo tatwo spetnione w zadaniach monitoringu, ktdre cha-
rakteryzujq si¢ dwoma cechami:

e w sposéb ciagly mierzone sq stezenia sktadnikéw tej samej substancji, w tym
samym zakresie, z jednakowg niepewnoscia;

e zakres zmienno$ci mierzonych wartosci jest stosunkowo niewielki 1 znany
a priori.

Z reguly w tego typu zastosowaniach dostgpna jest informacja o warto$ciach sred-
nich i wariancjach monitorowanych parametrow, a nawet o kompletnych rozktadach
statystycznych, ktore z powodzeniem moga by¢ uzyte w opisanej metodzie estymacji.
W tym miejscu warto zwrdci¢ uwage na to, ze uzycie btednej informacji apriorycznej
moze by¢ gorsze niz jej brak. Opracowana metoda estymacji stgzen nadaje sig¢ wigc
raczej do budowy tanich systeméw monitoringu opartych na spektrofotometrach
o matej rozdzielczosci, niz do rozwigzywania probleméw estymacji stgzen w laborato-
riach analitycznych.
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SPIS OZNACZEN

Wielkosci podstawowe

A — zmienna skalarna modelujaca dlugos¢ fali , a przyjmujaca wartosci
z PrzedZia*U [/?'min’ A'ma,\'];

N — liczba probek odtwarzanego widma;

n — indeks dyskretyzacji osi 4;
. T A=A

AL — interwal dyskretyzacji osi 4: AA :%‘l"—;

Au — n-ty punkt dyskretyzacji osi A: 4, = Ay H(n— 1) Addlan=1,2,.., N,

xf‘”(i) — widmo w dziedzinie absorbancji,

x""(1) — widmo w dziedzinie transmitancji; -

X — dyskretna reprezentacja widma x(1), x = [xy, ..., xN]l, x, = x(A.);

x* — dyskretna reprezentacja widma x™(1), X = [x,’"’, ves x,’f}"]T , x¥ =
X(A);

x"* — dyskretna reprezentacja widma x'"(1); x'" = X", x}l\‘,’]r , x7 =
x"(A);

X" — macierz dyskretnych reprezentacji widm absorpcyjnych skladnikéw
mieszaniny: X = [x,’“’, ey x_’}‘”]"' ;

y" — surowe dane pomiarowe w dziedzinie absorbancji; y** = [y,A”, vy y,'y’]"' ,

b

y:b =)/4 (Aa);

y" — surowe dane pomiarowe w dziedzinie transmitancji; y'" = [y!", ..., yI' 1",

Yo' =Y (A
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¥ -
YA -

ciagta obwiednia danych y**;

ciagta obwiednia danych y™";

funkcja aparaturowa spektrofotometru w dziedzinie transmitancji;
dyskretna reprezentacja funkcji g(4), g = [g1, -..» anl’, g = g(An);
macierz Toeplitza zwiazana z funkcja aparaturowg spektrofotometru,
Gk,l = g(/lk— ﬂ,/)Al, k= 1, 500 N, = 1, 500 N;

zaburzenie surowych danych pomiarowych, n=[7,, ..., s

liczba sktadnikéw mieszaniny, ktérych stezenia podlegaja estymacji;
indeks sktadnika mieszaniny,j =1, ..., J;

— stezenie j-tego skladnika mieszaniny;

liczba $ladowych skladnikéw mieszaniny, ktorych stgzenia nie podle-
gaja estymacji;

indeks stezenia §ladowego skladnika mieszaniny, m=1, ..., M,

stezenie m-tego $ladowego skfadnika mieszaniny.

Zasady modyfikacji oznaczen wielkosci podstawowych

X — dokfadna realizacja wielkosci x;

X — zaburzona realizacja wielkosci x;

x — estymata wielkosci x;

X ~ wielkosé¢ wektorowa;

X — zmienna losowa, ktérej realizacja jest wielko$¢ zdeterminowana x;

ya — warto$¢ oczekiwana wielkosci losowej x;

ol — wariancja wielkosci losowej x.

Operatory

arg,{ } — operator wyznaczania wartosci zmiennej v spetniajacej warunek zde-
finiowany w { };

inf{} -~ operator wyznaczania kresu dolnego zbioru { };

sup{} — operator wyznaczania kresu gornego zbioru { };

E[] — operator wyznaczania wartosci oczekiwanej zmiennej losowej;

Var[] - operator wyznaczania wariancji zmiennej losowej;

R[] — operator odtwarzania mezurandu;

G[] — operator modelujacy tor pomiarowy spektrofotometru;

CAT[] - operator przeksztalcenia widma w dziedzinie absorbancji w widmo

| |
Il

. . . e 71 - Ab
w dziedzinie transmitancji, x’"(1)=10 i OF
operator wyznaczania wartosci bezwzgledne;j;

operator wyznaczania normy;
operator splotu.
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AKkronimy

T — transmitancja;

A — absorbancja;

IR — zakres podczerwonego promieniowania elektromagnetycznego;
NIR — podzakres IR, w ktérym A < 2500 nm;

uv — zakres ultrafioletowego promieniowania elektromagnetycznego;
Vis — zakres widzialnego promieniowania elektromagnetycznego.

PODSTAWOWE POJECIA SPEKTROFOTOMETRII

— Podczerwien (skrét IR od ang. infrared) — niewidzialne dla oka ludzkiego pro-
mieniowanie elektromagnetyczne o diugosci fali w przedziale od ok. 0,76 um do
500 wm, podzielonym umownie na trzy podzakresy: podczerwien bliska (NIR od
ang. near infrared) od 0,76 um do 2,5 um, podczerwien srednig (MIR od ang. mid-
dle infrared) od 2,5 pm do 50 um oraz podczerwien daleka (FIR od ang. far infra-
red) od 50 um do 500 pm [32, s. 322].

— Swiatto widzialne (skrét Vis od ang. visible) — promieniowanie elektromagne-
tyczne, na ktére reaguje ludzkie oko, o dtugosci fali zawartej w przedziale od okoto
400 nm do 760 nm [32, s. 401].

— Nadfiolet (skrét UV od ang. ultra-violet) ~ niewidzialne dla oka ludzkiego
promieniowanie elektromagnetyczne o dtugosci fali w przedziale od okoto 10 nm do
400 nm [32, s. 322].

— Natezenie promieniowania (I) — stosunek wartosci strumienia mocy promie-
niowania do kata brytowego, w ktérym ten strumien jest zawarty [23, s. E-159].

— Transmitancja (T) — stosunek natg¢Zenia promieniowania wiazki po przejsciu
przez probke analizowanej substancji do nat¢zenia promieniowania wiazki pierwot-
nej (lub po przejsciu przez probke odniesienia) [23, s. E-159].

—~ Absorbancja (A) — logarytm dziesietny odwrotnosci transmitancji [23, s. E-159].

— Widmo — rozklad natezenia $wiatta polichromatycznego, transmitancji lub ab-
sorbancji w funkcji dlugosci fali [14, s. 16].

— Linia widmowa (spektralna) — oddzielna czg¢$¢ widma, ktérej odpowiada
(w przybliZzeniu) §wiatto monochromatyczne, powstajace w wyniku przejs$é elektro-
néw miedzy okreslonymi poziomami energetycznymi [32, s. 208].

— Spektroskopia — dziat fizyki i chemii obejmujacy badanie budowy i wtasciwo-
sci atomoéw, czasteczek i jader atomowych przez obserwacje absorpcji, emisji, roz-
praszania lub odbicia promieniowania elektromagnetycznego lub korpuskularnego
[2,s. 160].

— Spektrofotometria — zesp6t metod badawczych, za pomoca ktérych wykonuje si¢
pomiary widma w zakresie diugosci fali od okoto 0,18 pm do 50 pm [14, s. 23].
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— Spektrofotometr — przyrzad do pomiaru widma w zakresie dlugosci fali od
okoto 0,18 pm do 50 pum [2, s. 158].

— Analiza jakosciowa — ustalanie skfadu jakosciowego substancji, czyli wykry-
wanie i identyfikacja niektérych lub wszystkich jej sktadnikow [2, s. 7).

— Oznaczanie (analiza ilosciowa) — okre$lanie ilosciowej zawartosci danego
sktadnika w analizowanej substancji [2, s. 104].

— Stezenie roztworu — stosunek ilosci substancji rozpuszczonej w roztworze do
ilosci substancji w calym roztworze [23, s. 391].

BAYESIAN METHOD FOR ESTIMATION OF CONCENTRATIONS
ON THE BASIS OF SPECTROPHOTOMETRIC DATA

The paper is on a new method for spectrophotometric data processing, dedicated to monitoring-type
applications in manufacturing and environment protection. In applications of this kind, a spectropho-
tometer is performing continually the same function (e.g., it is measuring the spectrum of the same sub-
stance or the concentrations of its components, in the same range, with the same uncertainty), and the
range of measurand variation is relatively limited and known a priori. The proposed Bayesian method for
estimation of concentrations of the components of a (bio)chemical substance is based on the following
assumptions: (1) the vector of concentrations is estimated on the basis of the spectrophotometric data
representative of the absorption spectrum of the analysed substance; (2) the dependence of those data on
the transmittance spectrum may be adequately modelled by means of a linear integral operator; (3) the
dependence of the absorbance spectrum on the concentrations may be adequately modelled by means of
the Lambert-Beer’s laws of absorption; (4) the reference spectra of the dominant components of the
analysed substance are available; (5) appropriate statistical information on the concentrations and on the
errors in the data is available. The metrological properties of the proposed method have been studied by
means of semi-synthetic and real-world data. The results obtained enabled the authors to conclude that the
proposed method is providing significantly better performance that the commonly used method of con-
strained least squarcs if the deviations of concentrations from their typical values do not exceed £20%.



polaryzacyjna mikro- i nanospektroskopia fluorescencyjna
wzbudzenia jedno- i wielofotonowe

Jacek J. FISZ*

MIKRO/NANOSPEKTROSKOPIA
I OBRAZOWANIE FLUORESCENCYNJE
W PRAWIDLOWYM UJECIU: NANOMETROLOGIA**

W pracy przedstawiamy prawidlowe uj¢cic mikro/nanospektroskopii fluorescencyjnej w Swietle
spolaryzowanym, we wzbudzeniach jedno- i wielofotonowych, prawidlowo sprzggajace podstawy
optyki soczewek obiektywowych z podstawami spcktroskopii fluorescencyjnej. Dyskutujemy przy-
padek micro/nanospektroskopii konfokalnej oraz tzw. szerokiego pola, a takze przypadek wzbudzen
fala zanikajaca wykladniczo, probkujacych nanowarstwy zwigzkéw organicznych, nieorganicznych
i uktadéw hybrydowych. Wprowadzamy opis zmienno-aperturowej mikro/nanospektroskopii fluore-
scencyjnej optycznie cienkich plasko zorganizowanych osrodkéw.

1. WPROWADZENIE

Spektroskopia fluorescencyjna, poza technikami rozpraszania $wiatta, jest jedna
z wazniejszych metod spektroskopowych szeroko stosowanych w naukach biologicz-
nych, medycznych, w farmacji, w nanotechnologii biomedycznej, a takze w nanotech-
nologii materiatéw organicznych, nieorganicznych i materiatéw hybrydowych, maja-
cych zastosowania w dziedzinie fotowoltaiki czy w technologii (nano)sensoréw
i (nano)biosensordéw [1-27]. Zacytowane tutaj odnosniki literaturowe sga bardzo ob-
szernymi opracowaniami autorskimi lub opracowaniami zbiorowymi, w ktérych za-
cytowanych jest kilka tysigcy prac badawczych i przegladowych, dyskutujacych bar-
dzo szerokie praktyczne zastosowania spektroskopii fluorescencyjnej oraz mikro/na-
nospektroskopii. Opracowania te, wraz z zacytowana w nich literatura, wskazuja na
ogromny rozwdj technik mikro/nanospektropowych w okresie ostatnich trzydziestu
lat, prowadzacych do przetomowych odkry¢ i wdrozen publikowanych w czasopi-
smach o najwyzszej randze — Cell, Science, Nature, Nature Biotechnology, Nature
Methods, Nature Medicine, Nature Protocols czy Nature Photonics. Mikrospektrosko-

* Instytut Aleksandra Jabloniskiego, Instytut Fizyki, Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu.
** Pamig¢ci Alcksandra Jablonskiego (1898-1980) i Marka Fisza (1910-1963).
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pia fluorescencyjna stata si¢ kluczowym narzedziem badawczym w takich obszarach,
jak: (a) technologie nowoczesnych materialéw (nanostruktury zwiazkéw organicz-
nych, nieorganicznych i uktadéw hybrydowych — np. kropki kwantowe czy nanorur-
ki), (b) biologia molekularna (np. konformacje bialka), (c) biologia komérki (np. sta-
rzenie komorek, $mieré komérek czy procesy nowotworzenia), (d) genetyka (np.
manipulacja na genach). Nalezy do tego dotaczy¢ takze wszystkie obszary nauk me-
dycznych (np. szybkie rozpoznawanie chordb, kontrola procesu leczenia z wiasciwym
doborem stezenia lekéw) i farmacji (np. opracowywanie lekéw nowych generacji na
bazie organicznych, nieorganicznych i hybrydowych nanostruktur, charakteryzujacych
si¢ wigkszg skutecznoscia w procesie leczenia przy zdecydowanej redukcji badz przy
prawie catkowitym wyeliminowaniu niepozadanych skutkéw ubocznych).

W odréznieniu od tradycyjnej spektroskopii fluorescencyjnej, prébkujacej wtasci-
wosci materiatéw w skali makroskopowej (w sensie przestrzennym), techniki mikro-
spektroskopowe (a przy pewnych rozwigzaniach, np. przy ,tamaniu” limitu dyfrak-
cyjnego Abbego lub przy wzbudzeniach falg zanikajacq wyktadniczo, staja sie one juz
technikami nanoskopowymi) umozliwiaja badania wtasciwosci materiatéw w skali
przestrzennej mikroskopowej, a nawet nanoskopowej. Dzigki réwnolegtemu szybkie-
mu rozwojowi elektronicznych metod rejestracji sygnatéw optycznych, rozwojowi
coraz czulszych detektoréw $wiatla, a takze dzigki wprowadzaniu nowych 1 tanszych
zrédet Swiatta (diody emitujace swiatto czy mate lasery diodowe) potrzebnego do
wzbudzen fluorescencji, w bardzo szybkim tempie pojawiaja sie na rynku coraz czul-
sze i dokladniejsze mikroskopy fluorescencyjne. To z kolei natychmiast przektada sie
na wzrost liczby nowych osiagni¢¢ naukowych we wszystkich wczeéniej wymienio-
nych obszarach badan podstawowych i aplikacyjnych.

Sam rozwdj urzadzen (elementéw) technicznych wykorzystywanych w mikro-
spektroskopii fluorescencyjnej nie jest jednak wystarczajacym czynnikiem potrzeb-
nym do uzyskiwania lepszych (lub wlasciwych) wynikéw badan naukowych. Do pet-
nego sukcesu potrzebne jest jeszcze to, aby aparatura pomiarowa wykorzystywana
w takich badaniach byla zbudowana zgodnie z prawami optyki i z podstawami spek-
troskopii fluorescencyjnej w $wietle spolaryzowanym. Uzyskiwane wyniki pomiarowe
nie moga by¢ obarczone zadnymi systematycznymi bledami pomiarowymi, wynikaja-
cymi z blednej konstrukcji aparatury lub z blednej procedury wykonywania samych
pomiaréw. Z drugiej strony, opis mikrospektroskopii fluorescencyjnej i metody anali-
zy uzyskiwanych danych pomiarowych musza prawidlowo odzwierciedlaé warunki
fizyczne doswiadczen mikrospektroskopowych z uzyciem obiektywéw o duzych
aperturach numerycznych. Spetnienie wszystkich wymienionych tutaj czynnikéw daje
bardzo wysokie prawdopodobiefistwo uzyskiwania ostatecznych wynikéw mozliwie
najdoktadniej odzwierciedlajacych rzeczywiste wlasciwosci badanych materiatéw.

W serii prac [28-30] wykazaliSmy, ze w zasadzie od samego poczatku rozwoju
fluorescencyjnych technik mikrospektroskopowych czynione byty istotne bledy, beda-
ce konsekwencja nieuwzgledniania efektéw optycznych wynikajacych z jednoczesne-
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go wzbudzania i detekcji emitowanego $wiatla fluorescencji przy duzych aperturach
numerycznych uzywanych obiektywéw mikroskopowych. Chociaz w mikrospektro-
skopii fluorescencyjnej uzywane sg obiektywy mikroskopowe o duzych aperturach
numerycznych, w praktyce doswiadczalnej technika ta byla traktowana jak metoda
doswiadczalna prébkujaca badane materialy réwnolegtymi (lub prawie réwnoleglymi)
wiazkami swiatta wzbudzajacego fluorescencje i rejestrowanego $wiatta fluorescencji
[3-27]. Polaryzacyjna spektroskopia fluorescencyjna w swietle wiazek réwnolegtych
z jednej strony oraz w swietle wiazek zbieznych (wzbudzanie) i rozbieznych (emisja
$wiatla fluorescencji w ognisku) z drugiej strony wymagaja zupelnie innego traktowa-
nia. Dotyczy to konstrukcji aparatury pomiarowej (np. mikroskopu fluorescencyjnego
z przeznaczeniem do badan polaryzacyjnych), procedury realizacji pomiardw,
a takze opisu teoretycznego i analizy danych pomiarowych. Dotychczas stosowane
w literaturze [3-27] modelowanie i analiza danych otrzymywanych z pomiaréw cza-
sowo-rozdzielczej mikroskopii fluorescencyjnej byty w efekcie czynione w taki spo-
séb, jakby potéwkowe katy stozka zbieznoséci §wiatta skupianego przez obiektyw mi-
kroskopowy oraz potéwkowe katy stozka detekcji (,,zbierania”) $wiatta fluorescencji
przez ten sam obiektyw byly nie wigksze niz 15-20° [28], podczas gdy w typowych
pomiarach mikrospektroskopowych rzeczywiste wartosci tych katéw wystepuja
w zakresie od 40° do prawie 70°. W przypadku mikrospektroskopii fluorescencyjnej
we wzbudzeniach jednofotonowych prawidtowe rozwazenie problemu wymaga
uwzglednienia tego, ze w przestrzeni laboratoryjnej (przed obiektywem mikroskopo-
wym) jednokierunkowa linowa polaryzacja wiazki $wiatla wzbudzajacego oraz jedno-
kierunkowa liniowa polaryzacja wiazki swiatla fluorescencji rejestrowanego przez
detektor muszg by¢ rozwazane w przestrzeni ogniska (po drugiej stronie obiektywu)
jako wiazki stozkowe, zbiezna dla $wiatta wzbudzajacego i rozbiezna w przypadku
,,.Zbieranego” przez obiektyw $wiatta emitowanej fluorescencji. W sensie polaryzacji
swiatfa obu wiazek ich jednokierunkowym liniowym polaryzacjom w przestrzeni la-
boratoryjnej, w przestrzeni ogniska odpowiadajg dwa stozki rozktadéw liniowych
polaryzacji. Uwzglednienie tych efektéw prowadzi do zasadniczej zmiany opisu cza-
sowo-rozdzielczej polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej [29, 30].

W przypadku wzbudzen dwu- lub wielofotonowych problem jest jeszcze bardziej
zlozony. Takze i w tym przypadku efekt duzych apertur numerycznych obiektywow
nie byl uwzgledniany [3-27] i wyniki badan przeprowadzanych do tej pory byly obar-
czone powaznymi btgdami. Jednak ten przypadek mikrospektroskopii fluorescencyjnej
jest szczegdblny i reprezentuje on szersza klas¢ badan mikrospektroskopowych, tzw.
nieliniowg mikrospektroskopie optyczna (wielofotonowo wzbudzana fluorescencja,
rozpraszanie ramanowskie dowolnego rzedu, generacja drugiej lub trzeciej harmo-
nicznej). Przypadek ten wymaga zastanowienia si¢ nad problemem samego ogniska,
tj. nad strukturg rozkladu pola elektromagnetycznego w ognisku oraz nad stanem pola-
ryzacji $wiatta (pola elektromagnetycznego) w ognisku (a dokfadniej w réznych
punktach ogniska). Aby prawidtowo rozwazy¢ ten problem nalezy cofnaé si¢ w dzie-
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dzinie optyki o doktadnie 50 lat, tj. do pracy opublikowanej w 1959 r. przez Richardsa
i Wolfa [31]. W pracy tej przedstawiono wektorowy opis dyfrakcji réwnolegtej wiazki
liniowo spolaryzowanego spdjnego $wiatta na soczewce obiektywowej. Wyniki obli-
czen otrzymane przez Richardsa i Wolfa [31] wyraznie wykazuja, ze w ognisku tej
soczewki pole elektromagnetyczne ma rozklad niejednorodny i w kazdym punkcie
ogniska pole elektromagnetyczne ma ogdlnie trzy niezerowe skladowe kartezjanskie,
a sktadowe te sa w zaleznosci fazowej. Jesli idzie o polaryzacj¢ $wiatla w ognisku,
jego polaryzacja moze by¢ liniowa, eliptyczna lub kotowa w zaleznosci od wyboru
punktu w obszarze ogniska oraz od wyboru plaszczyzny rzutu rozktadu pola elektro-
magnetycznego. W celu prawidtowego spojrzenia na dwufotonowo wzbudzana fluore-
scencje w ognisku nalezy ponownie cofnaé si¢ w czasie, tym razem o 39 lat, i siggnaé
do serii prac McClaina [32-34], w ktérych przedstawiona jest systematyczna dyskusja
problemu polaryzacji fluorescencji przy wzbudzeniach dwufotonowych réwnolegia
wigzka $wiatta o polaryzacji liniowej, kotowej oraz eliptycznej. Absorpcja dwufoto-
nowa opisana jest tensorem drugiego rzedu i z tego wzgledu stan polaryzacji $wiatta
wzbudzajacego ma znaczenie zasadnicze. W zaleznosci od stanu polaryzacji $wiatla
proébkowane sg inne kombinacje liniowe elementdéw tego tensora [32-34], a ktére
z kolei sa amplitudami w linowych kombinacjach funkcji korelacji opisujacych dyna-
mike obrotowa wzbudzonych molekut fluorescencyjnych. Oczywiste jest zatem, ze
prawidlowe spojrzenie na mikrospektroskopie fluorescencyjna przy wzbudzeniach
dwufotonowych wymaga potaczenia wynikéw prac [31] i [32-34], gdyz kazdy punkt
w obszarze ogniska jest inng realizacja (w sensie stanu polaryzacji swiatta wzbudzaja-
cego w tym punkcie) polaryzacyjnej spektroskopii fluorescencyjnej przy wzbudze-
niach dwufotonowych. Problem ten dotyczy takze przypadku ogdlnego, tj. wzbudzen
wielofotonowych [35].

W tym opracowaniu przedstawiamy prawidlowe spojrzenie na polaryzacyjna mi-
kro- i nanospektroskopi¢ fluorescencyjna, przy wzbudzeniach jedno- i wielofotono-
wych, naprawiajaca dotychczasowy zly literaturowy stan wiedzy. Omawiamy podsta-
wy czasowo-rozdzielczej polaryzacyjnej spektroskopii fluorescencyjnej dla przypadku
tradycyjnego, w ktérym swiatto wzbudzajace fluorescencj¢ oraz swiatto fluorescencji
dochodzace do detektora sa réwnolegtymi lub prawie réwnolegtymi wiazkami $wiatta.
Dyskutujemy sposoby rejestracji i analizy kinetycznych zanikéw fluorescencji oraz
problem polaryzacji fluorescencji dla wzbudzen jednofotonowych oraz dla uproszczo-
nej sytuacji dla wzbudzen dwu-, tréj- i czterofotonowych. Omawiamy takze szczegdl-
ny przypadek spektroskopii fluorescencyjnej, w ktérym fluorescencja jest wzbudzana
w cienkich warstwach, osrodkach (50-300 nm) przez tzw. fal¢ zanikajaca wyktadni-
czo. Ten rodzaj wzbudzen pojawia si¢ w zjawisku catkowitego wewngtrznego odbicia
$wiatta wzbudzajacego na granicy osrodkéw podloza i probki. Po tym wprowadzeniu
do podstaw tradycyjnej spektroskopii fluorescencyjnej dyskusj¢ koncentrujemy na
czasowo-rozdzielczej mikro- i nanospektroskopii fluorescencyjnej w $wietle spolary-
zowanym. Szczegdlng uwage poswigcamy wzbudzeniom jednofotonowym, gdyz jest
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to przypadek najbardziej rozpowszechniony w réznych technikach mikrospektroskopii
fluorescencyjnej. Problem polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej opisu-
jemy na dwa sposoby, tj. w ujeciu optyki geometrycznej oraz w ujeciu, w ktérym
ogniskowanie $wiatta wzbudzajacego opisywane jest teorigq Richardsa i Wolfa (dy-
frakcyjny opis ogniskowania $wiatta) [31]. Pokazujemy, ze ze wzgledu na efekty pola-
ryzacji oba podejscia sg iloSciowo réwnowazne, oraz ze prawidtowo opisujg ekspery-
menty mikrospektroskopii fluorescencyjnej. Tym samym pokazujemy, ze tradycyjny
(literaturowy) sposéb opisu i analizy wynikéw takich doswiadczen jest w konflikcie
z podstawami optyki soczewek obiektywowych i z podstawami spektroskopii fluore-
scencyjnej w $wietle spolaryzowanym. Podobny problem dyskutujemy dla wzbudzen
dwu- i tr6jfotonowych z ograniczeniem do najprostszego przypadku, tj. do podtuznych
fluoroforéw, dla ktérych tensor absorpcji wielofotonowej jest diagonalny i element
tego tensora, odpowiadajacy osi dlugiej fluoroforéw, jest elementem dominujacym
(a w zasadzie jedynym niezerowym). Zalozenie to robimy dla uproszczenia dyskusji
oraz dla wskazania maksymalnych efektéw polaryzacyjnych, jakie moga pojawic sig
w mikrospektroskopii fluorescencyjnej przy wzbudzeniach wielofotonowych. Przed-
ostatni rozdziat tego opracowania poswigcamy krétkiej dyskusji czasowo-rozdzielczej
mikrospektroskopii fluorescencyjnej w $wietle spolaryzowanym w przypadku optycz-
nie cienkich makroskopowo uporzadkowanych warstw osrodkéw organicznych, nie-
organicznych lub o$rodkéw zbudowanych z uktadéw hybrydowych. Proponujemy
technike mikrospektroskopowa przy zmienno-aperturowych czasowo-rozdzielczych
pomiarach polaryzacyjnych. W ostatnim rozdziale przedstawiamy bardzo zwigzle
podsumowanie najwazniejszych rezultatéw tego opracowania. Wskazujemy takze na
wiele mozliwych rozwinigé pewnych idei omawianych w tym opracowaniu z wyko-
rzystaniem innych, bardzo istotnych, koncepcji z dziedziny metrologii fotoniczne;j.

W naszym przekonaniu material przedstawiony w tym opracowaniu nie tylko
wprowadza prawidtowe spojrzenie na polaryzacyjng mikrospektroskopi¢ i obrazowa-
nie fluorescencyjne. Material ten wskazuje takze na dalsze mozliwosci rozwoju tych
technik oraz wskazuje szerokie perspektywy ich praktycznych zastosowan w inzynie-
rii biomedycznej, w badaniach nad technologiami nowoczesnych materialéw oraz
w szeroko rozumianej dziedzinie badan nano(bio)technologicznych.

2. SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA
PRZY WZBUDZENIACH JEDNO- I WIELOFOTONOWYCH

2.1. WPROWADZENIE

W tej czesdei pracy przedyskutujemy podstawowe zagadnienia dotyczace spektro-
skopii fluorescencyjnej w $wietle spolaryzowanym, przy wzbudzeniach jedno- i wie-
lofotonowych. Przypadek spektroskopii fluorescencyjnej przy wzbudzeniach jedno-
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fotonowych jest przypadkiem powszechnie stosowanym od kilkudziesigciu lat
w badaniach podstawowych biofizycznych, biochemicznych, chemicznych (wlaczajac
do tego chemie fizyczng i chemie¢ analityczna), biologicznych, biotechnologicznych
i medycznych [2-27]. Spektroskopia fluorescencyjna przy wzbudzeniach wielofoto-
nowych jest zdecydowanie mniej rozpowszechniona, cho¢ charakteryzuje si¢ ona cen-
nymi cechami w poréwnaniu do przypadku wzbudzen jednofotonowych [3, 9]. Wyni-
ka to najprawdopodobniej z tego, ze jest ona trudniejsza w opisie. Proces absorpcji
dwufotonowej w $wietle spolaryzowanym jest opisywany przez tensor drugiego rzgdu
[9, 32-35, 37-42]. Podstawowa, bardzo pozytywna cecha techniki wzbudzen wielo-
fotonowych jest to, ze wzbudzen elektronowych fluoroforéw dokonuje si¢ przy wigk-
szych dtugosciach fal, znaczaco oddalonych od zakresu ultrafioletowego. Promienio-
wanie to ma cz¢sto bardzo destrukcyjny wpltyw na same fluorofory, a szczegélnie na
srodowisko, ktérego wtasciwosci sa prébkowane technika fluorescencyjna. Ma to
istotne znaczenie w badaniach biologicznych, medycznych i farmaceutycznych,
w ktérych uzywane materialy organiczne sa szczegdlnie wrazliwe na destrukcyjny cha-
rakter promieniowania ultrafioletowego. Zdecydowana wigkszo$¢ materiatéw biome-
dycznych zawiera wiele naturalnych grup chromoforowych (np. w biatkach) tatwo
wzbudzanych przez $wiatlo z zakresu ultrafioletowego i emitujace $wiatlo fluorescencji
w zakresach falowych, przy ktérych prébkowane sa sondy fluorescencyjne wprowadzo-
ne do takich materiatéw. Przez uzywanie techniki wzbudzen wielofotonowych w wiek-
szosci przypadkéw doswiadczalnych trudnosci te sa zdecydowanie redukowane lub
nawet catkowicie eliminowanie. Wzbudzenia wielofotonowe maja jeszcze jedna bardzo
istotng ceche¢. Dzigki dokonywaniu wzbudzen, przy zwielokrotnionej wartosci dtugosei
fali swiatla w pordwnaniu do wzbudzen jednofotonowych, znaczaco redukowany jest
efekt rozpraszania $wiatta wzbudzajacego na tzw. duzych obiektach badanej prébki. Ma
to duze znaczenie w dziedzinie badan biomedycznych, a zwlaszcza w badaniach stopnia
polaryzacji i czasowo-rozdzielczej depolaryzacji fluorescencji.

Materiat przedstawiony w tej czesci pracy dotyczy tradycyjnej spektroskopii flu-
orescencyjnej, tj. spektroskopii z uzyciem (w przyblizeniu) rownolegtych wiazek
$wiatta wzbudzajacego i réwnoleglych wiazek $wiatta fluorescencji (docierajacego do
detektora). Molekuly fluorescencyjne, dzigki czutosci na wiele fizykochemicznych
wihasciwosci swojego najblizszego otoczenia (nanootoczenia), dostarczaja istotnych
informacji o lokalnej polarnosci, polaryzowalnosci, lepkosci i kwasowosci prébkowa-
nych osrodkéw molekularnych. Tak wiec tradycyjna spektroskopia fluorescencyjna
moze by¢ takze traktowana jako jedna z technik nanometrologii molekularnej. Jed-
nakze technika ta dostarcza informacji o nanowlasciwosciach o$rodkéw molekular-
nych, usrednionej po bardzo duzych obszarach przestrzennych badanej prébki, a wiec
usrednionej po ogromnej liczbie molekut fluorescencyjnych z ich nanootoczeniami.

Materiat dyskutowany w tym rozdziale traktujemy jako bardzo skrétowy opis
spektroskopii fluorescencyjnej, ktéry stosuje si¢ takze do mikro/nanospektrosskopii ze
wzgledu na niezmienniczos¢ wlasciwosci fluorofordw i ich otoczen, niezaleznie od
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tego czy sg one probkowane w sposob tradycyjny, czy tez z uzyciem soczewek
obiektywowych (obiektywoéw mikroskopowych) o duzych aperturach numerycznych.
Wiasciwosci uktadow molekularnych (w przyblizeniu dalekiego pola) nie mogg by¢
zalezne od sposobu ich ,,obserwacji” (zakladamy tutaj calkowitg jednorodnosé préb-
ki). Jesli tak jest, oznacza to, ze jedna z uzywanych technik doswiadczalnych obar-
czona jest duzym btedem systematycznym.

2.2. SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA
PRZY WZBUDZENIACH JEDNOFOTONOWYCH

2.2.1. KINETYKA ZANIKU FLUORESCENCII

W molekularnej spektroskopii fluorescencyjnej proces wzbudzania molekut oraz
spontaniczna emisja $wiatla fluorescencji opisywane sa schematem Jabtonskiego [1,
43]. Uproszczona wersja tego schematu, uwzgledniajaca jedynie singletowe stany
energetyczne S; bez uwzglgdnienia standw tripletowych 7, pokazana jest na rysunku
2.1(a). Uktad molekularny jest wzbudzany swiatlem o natezeniu impulsowym (rys.
2.1(b)) z podstawowego stanu elektronowego Sy do wzbudzonego stanu elektronowe-
go S;. Molekuty moga by¢ jednoczesnie wzbudzane do wyzszego stanu elektronowego
S, jesli przy dhlugosci fali $wiatta wzbudzajacego oba pasma absorpcji molekut na-
krywaja si¢. Molekuly wzbudzone do wyzszego stanu wzbudzonego relaksujg bez-
promieniscie do nizszego stanu S; (konwersja wewngtrzna). Molekuly bedace w stanie
S| emitujg Swiatto fluorescencji w zakresie widmowych charakterystycznym dla kaz-
dego fluoroforu (rys. 2.1(c)) i przechodza do podstawowego stanu energetycznego Sp.
Czas przebywania molekut w stanie S okresla si¢ mianem s$redniego czasu zycia mo-
lekut w stanie wzbudzonym 7. Czas ten jest takze okreslany mianem s$redniego czasu
zaniku (gasnigcia) fluorescencji (zanik fluorescencji pokazany na rys. 2.1(b)). Zakfa-
dajac, ze fluorescencja jest wzbudzana impulsem typu delta Diraca, oraz przyjmujac,
ze depopulacja stanu wzbudzonego S| zwiazana jest jedynie z przej$ciami promieni-
stymi molekut do stanu podstawowego Sy (przejscie z emisja swiatla fluorescencji)
i z przejsciami bezpromienistymi, zanik mierzonej fluorescencji mozna opisaé zalez-
noscia [2—4]:

I;(6) =1 exp(-t/zy) 2.1

Z réwnania (2.1) wynika znaczenie $redniego czasu gasnigcia fluorescencji 7
(W dalszej czgsci pracy wskazemy doswiadczalne metody rejestracji takich sygnatow
fluorescencji). Jest on rozumiany jako czas, po ktérym poczatkowe natgzenie swiatla
fluorescencji Iy (wyemitowane w chwili czasu ¢ = 0) zmaleje o czynnik e. Jak juz
wspomnieli$my, czas gasnigcia fluorescencji 7 zwigzany jest z pomniejszaniem po-
pulacji molekut w stanie wzbudzonym S| (w funkcji czasu) w wyniku procesu pro-
mienistego, jakim jest emitowana fluorescencja, oraz z procesé6w bezpromienistych.
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Odwrotnos¢ tego czasu jest kinetyczng szybkoscig depopulacji stanu wzbudzonego
1 jest ona réwna sumie kinetycznych szybkosci przejs¢ promienistych kg oraz kine-
tycznych szybkosci przejs¢ bezpromienistych kyg, tj.

1/ 7p =kg +kpg (2.2)

(a) (b)

l[nm]

Rys. 2.1. Spektroskopia fluorescencyjna przy wzbudzeniach jednofotonowych
Fig. 2.1. One-photon-excitation fluorescence pectroscopy

W czasowo-rozdzielcze] spektroskopii fluorescencyjnej uklad molekularny
wzbudzany jest $wiattem impulsowym (np. impuls wskazany na rys. 2.1(b)). Kazdy
punkt tego impulsu jest zrédlem fluorescencji mierzonej w dowolnej pézniejszej
chwili. Natgzenie mierzonego $wiatta fluorescencji jest splotem ksztattu impulsu
laserowego z modelowym zanikiem fluorescencji przy wzbudzeniu impulsem typu
delta Diraca, tj.

t
1) =R I,(t) = jR(r—t’)Ié-(t')dt' (2.3)
t'=0

W wigkszosci przypadkéw doswiadczalnych opisywanie gasnigcia fluorescencji
jednym czasem zaniku jest zbytnim uproszczeniem. W takich przypadkach zanik flu-
orescencji modeluje si¢ zanikiem wielowyktadniczym [2-4]

N
1()=C) o exp(-t/7r,;) (2.4)

gdzie amplitudy ¢; speiniaja warunek unormowania
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ia,. =1 (2.5)
i=1

a C jest czynnikiem uwzglgdniajacym wszystkie stale wartosci (np. nat¢zenie impulsu
$wiatla wzbudzajacego, czulo$¢ detektora, wydajnos¢ kwantowa fluorescencji).
W przypadku gdy nawet uwzglednienie czterech sktadnikéw w podanym réwnaniu nie
daje dobrego dopasowania numerycznego do doswiadczalnego zaniku fluorescencji,
zanik fluorescencji modeluje si¢ ciagtym rozktadem czaséw gasnigcia [2-4], tj. przez
catke

1) = ja(rF)exp(—z/rF)drF (2.6)
0

Poprawnos¢ sposobu modelowania ksztattu zaniku natgzenia $wiatta fluorescencji
jest kontrolowana dobrociag dopasowania zaniku modelowego (po jego splocie
z ksztaltem impulsu laserowego) do zaniku zmierzonego. Ksztalt modelowego zaniku
natezenia $wiatta fluorescencji odzwierciedla wilasciwosci osrodka molekularnego
prébkowanego molekutami (sondami) fluorescencyjnymi (np. niejednorodnos¢ osrod-
ka w sensie jego lokalnych wiasciwosci — polarnos¢, polaryzowalnosé, lepkosé czy
zasadowosg¢).

W praktyce do$wiadczalnej pomiary emitowanej fluorescencji realizowane s naj-
czesciej wedlug schematu uktadu pomiarowego pokazanego na rysunku 2.1(d). Bada-
na prébka umieszczana jest w kuwecie wykonanej ze szkla lub z kwarcu. Wybor ro-
dzaju kuwety zalezy od dlugosci fali $wiatla wzbudzajacego. Swiatto wzbudzajace
rozchodzi sie w kierunku prostopadtym do kuwety. Za pomoca monochromatora M
wybierana jest dtugoéé fali $wiatta wzbudzajacego. Swiatto fluorescencji mierzone
jest w kierunku prostopadtym w stosunku do kierunku wzbudzania prébki. Mono-
chromator M w kanale detekcyjnym wybiera waski zakres widmowy emitowanej flu-
orescencji, ktérej natezenie mierzone jest przez detektor D. Pomiar nat¢zenia Swiatta
fluorescencji moze by¢ zautomatyzowany i moze by¢ sterowany komputerem. Przy
ustalonej dlugosci fali Swiatta wzbudzajacego zmiany ustawien monochromatora
w kanale detekcyjnym (z kazdorazowym pomiarem natgzenia fluorescencji) umozli-
wiaja zmierzenie pasma emitowanej fluorescencji. W przypadku odwrotnym, przy
ustalonej dlugosci fali swiatta w kanale detekcyjnym, zmiany ustawien monochroma-
tora w kanale detekcyjnym (z kazdorazowym pomiarem sygnatu fluorescencji) umoz-
liwiaja zmierzenie pasma wzbudzenia fluorescencji, ktére swoim ksztattem powinno
odzwierciedla¢ ksztalt pasma absorpcji fluoroforéw. Podobne doswiadczenia prze-
prowadzone w technice czasowo-rozdzielczej umozliwiaja zmierzenie czasowo-
-rozdzielczych zanikéw widm emisji i widm wzbudzenia. Pomiary takie majq szcze-
g6lne znaczenie w sytuacjach, gdy w badanym materiale molekularnym (najczesciej
biologicznym) znajduje si¢ kilka rodzajéw fluoroforéw, rézniacych si¢ ksztattem
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i polozeniem pasm absorpcji i emisji oraz rézniacych si¢ czasami gasnigcia fluore-
scencji. W prébce moze by¢ jeden rodzaj fluoroforu, ale umiejscowiony w réznych
obszarach prébki, istotnie réznigcych si¢ lokalnymi witasciwosciami fizyko-
chemicznymi (np. ten sam fluorofort umiejscowiony wewnatrz membrany i na ze-
wnatrz membrany, w zawiesinie membran w roztworze). Wspomniane tutaj pomiary
utatwiaja rozréznienie formy fluoroforéw lub lokalnych wiasciwosci prébkowanego
fluorescencyjnie osrodka przez zastosowanie odpowiednich metod numerycznych do
globalnych analiz czasowo-rozdzielczej spektroskopii fluorescencyjne;.

2.2.2. POLARYZACJA FLUORESCENCII

Spektroskopia fluorescencyjna charakteryzuje si¢ jeszcze jedna istotna cecha, bar-
dzo wazna ze wzgledu na prébkowanie lepkosci i organizacj¢ osrodkéw molekular-
nych. Cechg ta jest stopien polaryzacji emitowane] fluorescencji. Polaryzacja fluore-
scencji wynika z tego, ze akty absorpcji $wiatla i akty emisji fluorescencji opisywane
sa, w przyblizeniu dipolowym elektrycznym, przez dipolowe momenty przejscia ab-
sorpcji 1 emisji (liniowe oscylatory przejs¢ elektronawych). Kierunki absorpcyjnych
1 emisyjnych momentéw przejs¢ dla danej molekuly maja konkretne orientacje. Dla
molekut o duzej symetrii kierunki te najczgsciej pokrywaja sig¢ z osiami o najwigkszej
symetrii. Dla molekul o matej symetrii oba kierunki moga przybiera¢ dowolne orien-
tacje. Na rysunku 2.2 przedstawiona jest schematycznie molekuta fluorescencyjna
z wybranym molekularnym ukladem odniesienia Xy, YyZy. Uklad odniesienia wybiera
sig, w taki sposdb, aby o$ Zy, byla osia o najwyzszej symetrii molekuty fluorescencyj-
nej, przynajmniej w sensie hydrodynamicznym.

Rys. 2.2. Kierunki liniowych oscylatoréw przejs¢ elektronowych absorpeyjnych i emisyjnych
Fig. 2.2. Directions of the absorption and emission linear oscillators

W przypadku molekut przyblizanych (w sensie hydrodynamicznym) wydluzona
elipsoidg obrotowa 0§ Zy pokrywa si¢ z osig diuga elipsoidy [2—4]. Orientacje katowe
kierunkéw (danych wektorami jednostkowymi) dipoli momentéw przejscia absorpcji
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i, iemisji @, definiuje si¢ w ukladzie molekularnym przez podanie pary dwdéch
katow sferycznych (6, ¢,) oraz (6, ¢.), wskazanych na rysunku 2.2. Jak juz wspo-
mnieli$my, dla molekut o wysokiej symetrii, zgodnie z teorig grup, oba kierunki moz-
na przewidzie¢, a tym samym mozna przewidzie¢ wartosci katéw polarnych (6,, @,)
oraz (6,, ¢.). Dla molekut fluorescencyjnych o niskiej symetrii lub molekut catkowicie
niesymetrycznych, wartosci katéw 6, oraz 6,, a takze warto$¢ réznicy ¢, — ¢,, mozna
wyznaczy¢ z czasowo-rozdzielczych pomiaréw zaniku polaryzacji swiatla fluorescen-
cji w lepkich roztworach lub z pomiaréw natg¢zenia spolaryzowanego $wiatta fluore-
scencji tych molekul w sztywnych matrycach polimerowych, zaktadajac, ze matryce te
nie maja zadnych wnek — wolnych przestrzeni) [2-4, 6, 9, 17].

Stopien polaryzacji fluorescencji oraz jego zmiang w funkcji czasu po wzbudzeniu
impulsowym (depolaryzacja fluorescencji) mozna okre$la¢ z pomiaréw polaryzacyj-
nych, przeprowadzonych wedlug standardowego schematu doswiadczalnego pokaza-
nego na rysunku 2.3. Niech wskazana na rysunku 2.3 kuweta zawiera roztwér molekut
fluorescencyjnych, zawiesing membran zawierajacych fluorofory lub makromolekuty
(np. biatka) z naturalnymi chromoforami, wzbudzajac fluorescencj¢ swiattem liniowo
spolaryzowanym, w kanale detekcyjnym mierzymy zaniki natgzenia swiatla spolary-
zowanej fluorescencji. Wyboru kierunku polaryzacji mierzonego natg¢zenia $wiatla
fluorescencji dokonujemy za pomoca analizatora (liniowego polaryzatora).

Kuweta

Wzbudzenie

Detekcja

Rys. 2.3. Polaryzacyjna spektroskopia fluorescencyjna
Fig. 2.3. Polarized fluorescence spectroscopy

Zanik w czasie natgzenia spolaryzowanej fluorescencji, mierzony przy dowolnych
orientacjach kierunkéw liniowej polaryzacji swiatta wzbudzajacego i mierzonego
nate¢zenia $wiatla fluorescencji, zdefiniowany jest nastepujaco [44-51]:

1) = CPR() [ [ £(Q0)Pu(20) P(203 2,1 1)Pony (2,202, @7

209,

We wzorze tym C jest czynnikiem uwzgledniajacym wszystkie state wartosci,
a Ph(r) (patrz réwnanie (2.4)) opisuje kinetyczny zanik fluorescencji. Podwdéjna catka
zwigzana jest z usrednieniem statystycznym po wszystkich mozliwych orientacjach



118

molekul fluorescencyjnych w chwili wzbudzania tych molekut impulsem laserowym
(katy Eulera €2y) oraz po wszystkich mozliwych orientacjach molekut fluorescencyj-
nych w chwili detekcji $wiatla fluorescencji (zespét trzech katéw Eulera Q,). P.y(20)
okresla prawdopodobienstwo wzbudzenia fluoroforu w konkretnym ustawieniu pola-
ryzatora w kanale wzbudzania, natomiast P.(£2;) jest proporcjonalne do prawdopodo-
bienstwa zarejestrowania fotonu fluorescencji w konkretnym ustawieniu analizatora
w kanale detekcyjnym. Funkcja f{£2,) opisuje unormowany do jednosci rozktad kato-
wy molekut fluorescencyjnych w badanym materiale. Jesli rozktad fluoroforéw jest
izotropowy w skali makroskopowej i mikroskopowej fi€2) = 1/87°. Jezeli rozkiad
fluoroforéw jest makroskopowo izotropowy, ale jest rozkladem anizotropowym
w sensie lokalnym prébkowanego materiatu (np. fluorofory umieszczone w membra-
nach lub fluorofory wbudowane w biatka, lub przytaczone do biopolimeréw (np.
DNA)), funkcja rozkladu f{£2) jest lokalnie anizotropowa.

Dynamika obrotowa wzbudzonych fluoroforéw jest opisana czasowo zaleznym
propagatorem (funkcja Greena) p(£2y; £2,, 1), opisujacym prawdopodobienstwo warun-
kowe znalezienia fluoroforu w czasie ¢ > 0 o orientacji katowej £, pod warunkiem, ze
w chwili 7 = 0 jego orientacja katowa byta dana zespotem trzech katéw Eulera £2, jak
pokazano to na rysunku 2.4.

Rys. 2.4. Dynamika obrotowa molekut fluorescencyjnych
Fig. 2.4. Rotational dynamics of fluorophores

Posta¢ tego propagatora znajduje si¢ z rozwigzania réwnania dyfuzji obrotowej, izo-
tropowej w przypadku roztwordw i ograniczonej potencjatem porzadkujacym, jesli
fluorofory znajduja si¢ w membranach lub sa przyczepione do makromolekut lub do
biopolimeréw. Wzdr (2.7) ma charakter ogélny i stosuje si¢ do roztworéw, zawiesiny
uktadéw molekularnych o lokalnym uporzadkowaniu, zawiesiny (bio)makromolekut
czy (bio)polimeréw, a takze do makroskopowo uporzadkowanych ukltadéw moleku-
larnych (ptaskie membrany, uporzadkowane polimery, warstwy Langmuira-Blodgett,
powierzchnie i granice faz osrodkéw, do ktérych sa zaadsorbowane obickty zawiera-



119

jace grupy chromoforowe), a takze stosuje si¢ do badania reakcji fotochemicznych
fluoroforéw umieszczonych w wymienionych uktadach molekularnych [3-17, 44-51].
Wzdr ten stosuje sig¢ takze do opisu polaryzacyjnej spektroskopii fluorescencyjnej we
wzbudzeniach dwu- i wielofotonowych [42].

W przypadku materialéw molekularnych izotropowych w skali makroskopowej
(roztwory, zawiesiny membran, roztwory makromolekut lub biopolimeréw, a takze
zawiesiny komorek biologicznych), wzér (2.7) sprowadza si¢ do postaci [2—4]:

1(t,0)= C[Ph(t) +%P2(6)W(t)1’k(t)] , (2.8)
gdzie
3 1
P, (0) = Ecosz 0—-2- , (2.9)

jest wielomianem Legendrea drugiego rzgdu [53]. Kat 9 jest katem miedzy kierunkiem
polaryzacji $wiatta wzbudzajacego i wybranym kierunkiem polaryzacji mierzonego
zaniku fluorescencji (patrz rys. 2.3). Funkcja W(#), przyblizana najczgsciej zanikiem
wielowyktadniczym

M
W)=Y b exp(~t/7y ) (2.10)

j=1

opisuje dynamike obrotowa wzbudzonych fluoroforéw, a czasy 7z, sa czasami relak-
sacji obrotowej fluoroforéw. W modelu dyfuzji obrotowej czasy te wyrazone sg przez
odpowiednie kombinacje sktadowych tensora dyfuzji [3—4]. Zakladajac jednego ro-
dzaju fluorofor w prébee oraz jednorodno$¢ probki w sensie lepkosci, funkcja W(r) ma
zanik pigciowykladniczy dla rotora asymetrycznego, tréjwykladniczy dla rotora sy-
metrycznego (elipsoida obrotowa; tensor dyfuzji jest diagonalny i ma dwie rdzne
sktadowe, réwnolegla i prostopadla wzgledem osi dtugiej molekuly) oraz jest zani-
kiem jednowykladniczym dla rotora sferycznie symetrycznego (tensor dyfuzji jest
skalarem). We wszystkich tych modelach wspélczynniki b; wyrazone sa przez odpo-
wiednie kombinacje funkcji trygonometrycznych parametryzowanych katami sferycz-
nymi, opisujacymi orientacj¢ absorpcyjnego i emisyjnego momentu przejscia elektro-
nowego w molekule fluorescencyjnej, oraz przez odpowiednie kombinacje
sktadowych tensora dyfuzji. W przypadku rotora symetrycznego, jak juz wspomnieli-
$my, ewolucja czasowa funkcji korelacji W(¢) jest tréjwyktadnicza

2
W)=Y R()T;(8,,0,. 0, ~0.) @2.11)

i=0

gdzie molekularne funkcje korelacji Ri(¢) (i = 0, 1, 2) maja postac [3, 4]:
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Ry (¢) =exp[-6D, ] (2.12)
Ri(2) = exp[-(5D, + Do)t} (2.13)
Ry(t) = exp[~(2D, + 4Dp)i] (2.14)
oraz
1,(6,.6,) = F,(6,)P,(6.) (2.15)
5,6,.6,,9,—¢.)= %sin 26,5in 26, cos(@, - ¢,.) (2.16)
T,(6,,6,,0,~9,) = %sinz 0, sin* 0, cos 2(@, — @,) (2.17)

W podanych réwnaniach D, = D,, = D,, oraz Dy = D,, sa dwoma sktadowymi ten-
sora dyfuzji obrotowej. Jezeli Dy = D= D (rotor sferycznie symetryczny), W(f) ma
zanik jednowyktadniczy, z czasem relaksacji 7z = 1/(6D).

W doswiadczeniach czasowo-rozdzielczej polaryzacyjnej spektroskopii fluore-
scencyjnej dokonuje si¢ pomiaréw dwoch podstawowych sktadowych natezenia emi-
towanej fluorescenciji, tj. sktadowej o kierunku polaryzacji zgodnej z kierunkiem pola-
ryzacji $wiatta wzbudzajacego oraz sktadowej prostopadlej, jak to pokazano na
rysunku 2.3. Pierwsza skladowa mierzona jest przy kacie § = 0°, a druga przy kacie
0 = 90°. Podstawiajac wartosci tych katéw do réwnania (2.8), otrzymujemy wzory
opisujace ewolucje czasowa obu zanikéw natezenia Swiatlta spolaryzowanej emisji
fluorescencji, tj. [2—4]:

I(t) = C[Ph(t)+—‘51W(t)Ph(t)j] (2.18)

L= C[Ph(t)—%W(t)Ph(t)} (2.19)

Ze wzoréw tych mozna otrzyma¢ wyrazenie opisujace zanik catkowitego natgzenia
emitowanej fluorescencji. Catkowite natg¢zenie swiatta fluorescencji definiuje si¢ jako
sume trzech sktadowych spolaryzowanych. Poniewaz obie sktadowe prostopadie
wzgledem kierunku fotoselekcji fluoroforéw swiatlem wzbudzajacym sa sobie réwne,
zanik w czasie catkowitego natezenia $wiatta fluorescencji definiuje sie jako [2-4]

Lo(2) = 1) + 21.(2) (2.20)

Biorac pod uwagg definicje obu skltadowych spolaryzowanych (réwnania (2.18) i
(2.19), z podanego wzoru otrzymuje si¢ wyrazenie

Liu() = 3CPh(?) (2.21)
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ktoére mowi, Ze zanik catkowitego nat¢zenia emitowanej fluorescencji zalezy jedynie
od kinetycznej ewolucji stanu wzbudzonego. Z tego powodu analiza tego zaniku
umozliwia okreslenie czasu lub czasy kinetycznego gasniecia fluorescencji. Warto
tutaj nadmieni¢, ze wzory (2.18) i (2.19) maja dwa czlony. Pierwszy opisuje kinetycz-
ng ewolucje stanu wzbudzonego, czyli depopulacj¢ stanu wzbudzonego wynikajaca
jedynie z kinetycznej relaksacji fluoroforéow do stanu podstawowego. Drugi czlon
opisuje kinetyczno-dynamiczna ewolucjg stanu wzbudzonego. W sensie dynamicznym
drobiny przebywajace w stanie wzbudzonym moga obrocié¢ si¢ w stosunku do kierun-
ku toru detekeji fluorescencji w taki sposob, ze jesli wyemitujgq $wiatlo fluorescenciji,
nie bedzie ono zarejestrowane przez detektor. Jednakze takie akty emisji (nierejestro-
wane przez detektor) beda pomniejszaly liczbg fluoroforéw w stanie wzbudzonym,
powodujac w efekcie pozorne skrocenie sredniego czasu zycia molekul fluorescencyj-
nych w stanie wzbudzonym. Z tego powodu analizowanie zaniku, opisanego wzorem
(2.21), daje prawdziwg informacje o czasie zycia stanu wzbudzonego fluorofordw.

Fizycznie kinetyczny zanik fluorescencji, opisywany przez pierwszy czlon w ogdl-
nym wzorze (2.8), moze by¢ rejestrowany bezposrednio przez przeprowadzenic pomiaru
zaniku nat¢zenia $wiatla fluorescencji pod takim katem @ (czgsto nazywanym katem
magicznym Oy,,), przy ktérym drugi czton nie daje zadnego wkladu do mierzonego
sygnatu Swiatla fluorescencji. Zgodnie ze wzorem (2.9), wymog ten prowadzi do wa-
runku 5(Ohae) = 0. Warunek ten zwraca warto$¢ kata magicznego jako O,y = 54,7°,
a sam zanik natezenia fluorescencji o takim kacie detekeji ma posta¢ [2—4, 6, 16, 17]

Imﬂg(z)=CPh<t)s§1m(z) 222)

Podstawowa wielkoscig opisujacg efekt depolaryzacji emitowanego $wiatla fluore-
scencji jest anizotropia emisji, w ktorej anizotropia emitowanej fluorescencji (réznica
skltadowej rownoleglej i prostopadtej) jest normowana wzgledem calkowitego natgze-
nia emitowanego swiatla fluorescenciji, tj. [2—4, 51]

zln(t)_ll(l)zlm(t)_h(t) (2.23)
Itot ([) 3Imag (t) ’

Biorac pod uwage wyrazenia matematyczne, opisujace zaniki natgzen fluorescencji
wystepujacych w poprzednim wzorze, otrzymuje si¢

r(t)

A
r(t)=0,4W()=0,4> b exp(~t /7y ;) (2.24)

J=1

Z zaleznosci (2.24) wynika, Ze anizotropia emisji 7(f) jest bezposrednig informacja
o szybkosci dynamiki obrotowej sond fluorescencyjnych umieszczonych w konkret-
nym osrodku molekularnym oraz ze zanik anizotropii emisji jest zanikiem w ogdle
wielowyktadniczym.
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Poniewaz na podstawie wzoru (2.24) funkcje korelacji W(f) mozna wyrazi¢ przez
anizotropi¢ emisji r(z), tj.:

W)= —;-r(t) (2.25)

bardzo czesto w literaturze obie sktadowe zaniku nateZenia spolaryzowanej emisji
$wiatta fluorescencji, dane wzorami (2.18) i (2.19), oblicza si¢ w sposob nastgpujacy
[2—4]:

I() = C{Ph(r) + % r(t)Ph(t)J (2.26)

1,(2) = C[Ph(t) — r(t) Ph(1)] (2.27)

Ostatnie dwa wzory sa najczesciej uzywane w opisie 1 analizie wynikéw dodwiad-
czalnych uzyskanych z czasowo-rozdzielczych pomiaréw spolaryzowanych natgzen
$wiatla fluorescencji. Oba opisy sa catkowicie réwnowazne.

W praktyce doswiadczalnej, w celu dokladnego wyznaczenia parametréw opisuja-
cych kinetyczna i dynamiczna ewolucje wzbudzonych molekut fluorescencyjnych,
okno czasowe pomiardw czasowo-rozdzielczych musi by¢ tak dobrane, aby obie
ewolucje byly dobrze odzwierciedlone w mierzonych zanikach natgzen $wiatla fluore-
scencji. Jezeli skala czasu dynamiki obrotowej molekut jest bardzo krétka w poréw-
naniu do skali czasu zaniku kinetycznego $wiatta fluorescencji (np. z powodu matej
lepkos$ci osrodka), badania do$wiadczalne przeprowadza si¢ w dwdch oknach czaso-
wych, a uzyskane wyniki analizuje si¢ globalnie (jednoczesnie). Nalezy przypomnie¢,
ze wzory (2.18) i (2.19) oraz (2.26) i (2.27) przedstawiaja modelowe ewolucje zani-
kéw spolaryzowanych sklfadowych nat¢zenia $wiatta fluorescencji. W analizie nume-
rycznej danych do$wiadczalnych sa one splatane ze zmierzonym ksztaltem impulsu
laserowego 1, przy numerycznie zmienianych wartosciach parametréw modelowych,
sa kazdorazowo pordéwnywane z zanikami uzyskanymi doswiadczalnie. Metoda naj-
mniejszych kwadratéw umozliwia okredlenie wartosci parametréw modelowych, przy
ktérych ,,dobro¢” dopasowania jest najlepsza.

Charakter ewolucji czasowej funkceji korelacji W(¢), opisujacej dynamik¢ obrotowa
fluoroforéw w badanym o$rodku molekularnym, zalezy od wielu czynnikéw. Jednym
z nich jest ksztalt hydrodynamiczny fluoroforéw, o czym wspomnieliSmy juz wcze-
$niej. Zalezy on takze od lokalnych wlasciwosci badanego osrodka w nanootoczeniu
molekut fluorescencyjnych. Badany osrodek molekularny moze by¢ izotropowy takze
w sensie mikroskopowym. Jest to przypadek roztworéw. Moze on by¢ jednak anizo-
tropowy lokalnie, jak np. w przypadku zawiesiny membran zawierajacych fluorofory,
czy w przypadku (bio)makromolekut oraz (bio)polimeréw zawierajacych naturalne
fluorofory lub fluorofory wprowadzone do nich (przyczepione). W tych przypadkach,
chociaz w sensie makroskopowym fluorofory maja rozktad izotropowy, ich lokalny
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rozklad katowy jest najczgsciej anizotropowy, a dyfuzja obrotowa fluorofordéw jest
kontrolowana potencjatem ograniczajacym ten rozklad katowy [3, 4, 6].

Na rysunku 2.5 przedstawiony jest schematycznie proces fotoselekcji fluoroforéw
w roztworze swiatlem liniowo spolaryzowanym. W stanie podstawowym réwnowa-
gowy rozktad fluoroforow jest izotropowy (rys. 2.5a). W czasie ¢t = 0 wzbudzane s te
fluorofory, ktorych kierunki dipoli absorpcji sq réwnolegle lub prawie rownolegte do
kierunku polaryzacji swiatta (rys. 2.5b). Pierwsze fotony fluorescencji sg rejestrowane
juz zaraz po procesie wzbudzenia probki. Jednoczesnie fluorofory podlegaja proceso-
wi dyfuzji obrotowej, zmieniajac swojq orientacjg. Poczatkowo natgzenie emitowane-
go swiatla fluorescencji o polaryzacji w kierunku rownoleglym do polaryzacji $wiatta
wzbudzajacego jest najwigksze. Z uptywem czasu, wskutek ruchu dyfuzyjnego, ma-
leje skladowa rownolegla mierzonego swiatla fluorescencji, natomiast wzrasta nateze-
nie skladowej prostopadlej (rys. 2.5c). Po odpowiednio dlugim czasie od momentu
fotoselekcji fluoroforow obie skladowe zaczynaja przyjmowac to samo natgzenie.
Oznacza to, ze anizotropia nat¢zenia emitowanego swiatla fluorescencji szybciej
przyjmuje wartos¢ zerowg I(f — o) — I;(t —» ) = 0, podczas gdy w tej skali czasu
sygnal catkowitego natgzenia $wiatla fluorescencji przyjmuje jeszcze wartosci nieze-
rowe. Oznacza to, ze rozklad katowy fluoroforéw — bedacych jeszcze w stanie wzbu-
dzonym i przechodzacych do stanu podstawowego, z jednoczesng emisjq $wiatla flu-
orescencji — jest juz calkowicie izotropowy (rys. 2.5d).

a) b)
10 00= / g |
N b N Y A
N 7\ T N/
Przed wzbudzeniem

Wzbudzenie (t=0)
c) d)

VY Frofl

Po wzbudzeniu (t>0) Po wzbudzeniu (£ 0)

Rys. 2.5. Fotoselekcja fluoroforéw $wiatlem liniowo spolaryzowanym
Fig. 2.5. Photoselection of fluorophores with linearly polarized light

Patrzac na ten przyklad przez pryzmat rownania (2.24) wnioskujemy, ze w przy-
padku roztwordéw W(t — ) = 0 oraz r(t — o) = 0. Takie wlasciwosci zaobserwujemy
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dos$wiadczalnie, jesli czas relaksacji obrotowej fluoroforéw jest odpowiednio krétszy
od $redniego czasu zycia fluoroforéw w stanie wzbudzonym.

W przypadku molekut fluorescencyjnych, znajdujacych si¢ w o$rodku o lokalnym
uporzadkowaniu [3, 4], problem wyglada troszke inaczej. Na rysunku 2.6 przedsta-
wiony jest schematycznie przykiad doswiadczen depolaryzacji fluorescencji na izotro-
powej zawiesinie sferycznych membran (liposoméw fosfolipidowych), do ktérych
wprowadzone zostaly sondy fluorescencyjne. W laboratoryjnym ukladzie odniesienia
XY Z,, fluorofory wraz z lokalnie uporzadkowanymi fragmentami (wycinkami) lipo-
soméw majg izotropowy rozkiad katowy. Z drugiej strony liposomy maja duze wy-
miary (200—400 nm), wiec ich dynamika obrotowa w skali $redniego czasu zycia flu-
oroforéw w stanie wzbudzonym jest catkowicie zaniedbywalna.

W procesie fotoselekcji liniowo spolaryzowanym impulsem $wiatla (czas ¢ = 0)
wzbudzane sa fluorofory, ktérych dipole przejsé absorpcyjnych sa prawie rownolegle
do kierunku polaryzacji swiatta wzbudzajacego. Wskutek dyfuzji obrotowej fluorofo-
réw z biegiem czasu od momentu wzbudzenia, podobnie jak w przypadku roztwordw,
obserwuje si¢ zmniejszanie natgzenia $wiatla fluorescencji I(f), z jednoczesnym
wzrostem natezenia sktadowej prostopadtej 7,(7).

Stozek Z L

rozkladu /@ FA
i
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.": :xi ’

A, Xy Y, Emisja
J/’ t>0
Kuweta

Wzbudzenie
t=0

Membrana

Rys. 2.6. Fotoselekcja i ograniczona przestrzennie dynamika obrotowa fluoroforéw
w zawiesinie membran

Fig. 2.6. Photoselection and spatially restricted rotational dynamics of fluorophores
in membrane suspension

Jednak w czasie znacznie pdzniejszym, w odniesieniu do momentu fotoselekcji
fluoroforéow (¢ 0 0), anizotropia emitowanego S$wiatla fluorescencji, normowana
wzgledem calkowitego natg¢zenia $wiatla fluorescencji mierzonego w tym czasie,
przyjmuje stala warto$¢, co oznacza, ze Io(t —> ) — I,(t —> ) wolniej zmierza do
wartosci zerowej anizeli [ (¢ — ). Wynika to z tego, ze kazdy fluorofor moze juz
przyjmowa¢ w swoim lokalnym otoczeniu dowolng orientacja katowa, ale ograniczo-
na uporzadkowaniem tego otoczenia (stozek rozktadu fluoroforéw pokazany na rys.
2.6). Innymi stowy, aczkolwiek wewnatrz stozkdw fluorofory roztozg si¢ (Srednio po
zespole stozkéw) po wszystkich mozliwych orientacjach, same stozki rozktadow nie
zmieniaja swoich orientacji w skali czasu zycia fluoroforéw w stanie wzbudzonym, ze
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wzgledu na pomijalny ruch obrotowy duzych obiektow, jakimi sa liposomy. Ten sam
problem dotyczy (bio)makromolekuta (np. bialka) lub (bio)polimeréw (np. DNA),
oznaczonych (,,zabarwione”) sondami fluorescencyjnymi lub majacych swoje natural-
ne grupy chromoforowe.

Dla tego typu ukladéw molekularnych funkcje korelacji (2.8) mozna przyblizyé
(w ujeciu fenomenologicznym ) zaleznoscia [3, 4, 44-46]:

W()y=W,-W,)exp(—t/tz)+W, (2.28)

gdzie W, jest wartoscig poczatkowa funkcji korelacji, a niezerowa graniczna warto$¢
tej funkcji, tj. W,, odzwierciedla stopiefi lokalnego uporzadkowana fluoroforéw
wzgledem osi symetrii stozka lokalnego rozktadu fluoroforéw. Czas 7 traktujemy
jako efektywny czas relaksacji rozkiadu fluoroforow od momentu ich fotoselekcji do
momentu osiagniecia przez nie réwnowagowego rozkladu katowego ($rednio po
wszystkich stozkach lokalnego uporzadkowania). Biorac pod uwage, ze w tym feno-
menologicznym modelu

Wo =W, =(1=(P))Py(0,.), W, =(B,)’ B,(6,,) (2.29)
anizotropia emisji r(¢) (wzér (2.17)) moze by¢ zapisana w postaci
r(1)=0,4F,(0,)(A~(B))exp(~t/74) +(B)’] (2:30)
Podstawiajac zaleznosci (2.28) i (2.30) odpowiednio do réwnan (2.18) i (2.19) oraz
do rownan (2.26) i (2.27), znajdujemy wyrazenia opisujace zaniki spolaryzowanych
natezen $wiatta fluorescencji w dyskutowanym tutaj modelu.
Kat €, w rownaniu (2.29) jest katem pomigdzy dipolowymi momentami przejscia
absorpcji i emisji w molekule fluorescencyjnej, a wielkos¢ (P,), wystepujaca w obu

wzorach, jest molekularnym parametrem uporzadkowania drugiego rz¢du i jest zdefi-
niowana nastepujaco:

[rnB)sin pap
(Ry=2

(231

n

[rpysinpdp
0

gdzie f(f) jest katowa funkcja rozktadu fluoroforow wzgledem osi symetrii lokalnego
uporzadkowania. Graniczne wartosci dla r(f), w sensie czasowym (=0 i ¢ — ), sa
nastgpujace:

7"0 = 0’4‘P2 (eae) (232)

r, =0,45(0,,XP,)’ (2.33)
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a ich stosunek ulatwia okreslenie wartosci (P,), tj.:

(P) =\/§ (2.34)
i

Wartos¢ anizotropii #(f) przy ¢ — o nosi nazwe rezydualnej wartosci anizotropii
emisji i oznaczana jest ona symbolem r.,.

Znajomos¢ parametru lokalnego uporzadkowania fluoroforéw (P;) ma bardzo
istotne znaczenie w badaniach biomedycznych i nano(bio)techologicznych, gdyz para-
metr ten odzwierciedla informacje o konformacyjnych zmianach (bio)makromolekut,
o zmianach strukturalnych wiasciwosci membran biologicznych i ich modeli oraz o lo-
kalnej organizacji w materialach kompozytowych organiczno-nieorganicznych, w tym
takze o oddziatywaniach migdzymolekularnych w nanoskali.

W wigkszosci przypadkéw doswiadczalnych wartos¢ », mozna latwo oszacowaé
z histogramu zaniku czasowego anizotropii emisji, zrekonstruowanego ze wzoru
(2.23). Nawet bez dokonywania analiz numerycznych zanikéw spolaryzowanych na-
tezen $wiatta fluorescencji, jesli tylko czas relaksacji obrotowej fluoroforéw jest od-
powiednio krétszy od czasu zycia fluoroforéw w stanie wzbudzonym oraz gdy okno
czasowe jest dobrane tak, aby skala kinetyki zaniku $wiatla fluorescencji byla w nim
zawarta, wykres histogramu anizotropii emisji (2.23) umozliwia natychmiastowe
oszacowanie poczatkowej g i rezydualnej r,, wartosci anizotropii emisji. Znajac czas
gasnigcia fluorescencji dla badanych fluoroforéw, mozna wowczas wstgpnie oszaco-
wac skale czasu relaksacji obrotowej fluoroforéw w danym osrodku.

Dyskutowany tutaj model jest bardzo prosty, ale wystarczajaco dobrze jako$ciowo
odzwierciedlajacy mechanizm depolaryzacji fluorescencji w lokalnie uporzadkowa-
nych osrodkach molekularnych. Jezeli w podanych zaleznosciach zatozymy, ze (P,) =0,
otrzymujemy natychmiast fenomenologiczny opis o$rodkow izotropowych takze w sen-
sie lokalnym. Do modelu tego bedziemy odwolywa¢ sig, dyskutujac czasowo-rozdziel-
czg polaryzacyjna mikro/nanospektroskopie fluorescencyjna.

2.3. POLARYZACYJNA SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYINA
PRZY WZBUDZENIACH WIELOFOTONOWYCH

Na rysunku 2.7(a) ponownie przedstawiamy uproszczony schemat Jabloniskiego
[43], tym razem przedstawiajacy w bardzo uproszczony sposob ideg wzbudzen jedno-
kolorowych, jedno- i wielofotonowych (dwu- i tréjfotonowych).

Dyskusje ograniczamy jedynie do problemu efektéw polaryzacji fluorescencji.
W spektroskopii fluorescencyjnej przy wzbudzeniach wielofotonowych warunkiem
zajscia wzbudzenia wielofotonowego jest to, aby natezenie $wiatlta wzbudzajacego
bylo wystarczajaco duze dla jednoczesnej absorpcji dwdch lub trzech fotondw, kto-
rych sumaryczna energia odpowiada energii potrzebnej do wzbudzenia fluoroforu do
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wyzszego stanu elektronowego. Cecha charakterystyczng tego typu spektroskopii jest
to, ze pasmo absorpcji wielofotonowej jest przesunigte w zakres dlugofalowy w sto-
sunku do pasma emisji (rys. 2.7(b)), w przeciwienstwie do spektroskopii fluorescen-
cyjnej, we wzbudzeniach jednofotonowych (rys. 2.1(c)).

a) b)
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Rys. 2.7. Spektroskopia {luorescencyjna przy wzbudzeniach wiclofotonowych
Fig. 2.7. Multiphoton-excitation fluorescence spectroscopy

Problem dwufotonowych wzbudzen fluoroforéw w sztywnych osrodkach izotro-
powych, w przypadku réznych polaryzacji $wiatta wzbudzajacego (liniowa, eliptyczna
i kotowa), byt dyskutowany bardzo szczegétowo w pionierskich pracach McLaina
[32-34]. McLain pokazal, ze w zaleznosci od stanu polaryzacji $wiatta wzbudzajace-
go, prébkowane sg inne kombinacje liniowe elementéw tensora absorpcji dwufotono-
wej, ktory jest tensorem drugiego rzedu. Problem dynamiczny tego samego zagadnie-
nia, w przypadku roztwordw (ukladéw izotropowych w skali makroskopowej
i mikroskopowej), byl dyskutowany w pracach [9, 37-40] w reprezentacji wspotrzed-
nych kartezjanskich. Zagadnienie poczatkowej wartosci anizotropii emisji dla przy-
padku uktadéw molekularnych uporzadkowanych lokalnie (bez dyskusji czasowo-
-rozdzielczej dynamiki obrotowej) byt dyskutowany w pracy [41]. Poniewaz do obli-
czen przedstawionych w pracy [41] wykorzystano program do obliczen symbolicz-
nych Mathematica, uzyskane wyniki nie maja praktycznego zastosowania ze wzgledu
na ich bardzo nieczytelna (skomplikowang) postaé. Biorac pod uwage zawarto$¢ za-
cytowanych publikacji [9, 37-41], w swojej pracy [42] rozwazyliSmy problem ogodl-
niejszy, odnoszacy si¢ do dowolnie zorganizowanego uktadu molekularnego o dowol-
nej symetrii. Do opisu polaryzacji fluorescencji we wzbudzeniach dwufotonowych
zastosowalisSmy algebr¢ nieprzywiedlnych tensoréw sferycznych. Podobnie jak to
zrobiono w pracach [9, 32-34, 37-41], zatozyliSmy przypadek wzbudzen dwufotono-
wych jednokolorowych. Dzigki zastosowaniu algebry nieprzywiedlnych tensoréw
sferycznych udato nam si¢ opisac ten problem w postaci bardzo zwartej i zunifikowa-
nej z przypadkiem wzbudzen jednofotonowych. Metodg te stosuje si¢ takze do zunifi-
kowanego opisu przypadkéw, gdy w procesie wzbudzania angazowana jest wigksza
liczba fotondw (wzbudzenia wielofotonowe — trzy, cztery lub pigé fotondw).
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Rys. 2.8. Polaryzacyjna spektroskopia fluorescencyjna we wzbudzeniach dwufotonowych
Fig. 2.8. Polarized fluorescence spectroscopy at two-photon excitations

Na rysunku 2.8a przedstawiony jest uktad molekularny makroskopowo uporzad-
kowany w postaci podwdjnej warstwy fosfolipidowej, utozonej na odpowiednio przy-
gotowanym podtozu. Uklad ten jest uporzadkowany anizotropowo, o symetrii osiowej
wzgledem osi Z; laboratoryjnego ukladu odniesienia. Molekuty fluorescencyjne znaj-
dujace si¢ w takiej membranie majg anizotropowy rozkiad katowy (ograniczenie ich
katowego rozkladu wskazuje stozek mozliwych orientacji, pokazany po prawej stronie
rysunku 2.8). W chwili ¢ = 0 fluorofory podlegaja jednoczesnej fotoselekcji przez dwa
identyczne fotony. W dowolnej pdzniejszej chwili mierzone jest nat¢zenie emitowa-
nego swiatla fluorescencji.

Jak juz wspomnielismy wczesniej, réwnanie (2.7) ma charakter ogélny i stosuje si¢
takze do opisu polaryzacji fluorescencji w przypadku wzbudzen wielofotonowych.
Dla wzbudzenn dwufotonowych P,,(£2%) musi by¢ wyrazone przez sktadowe tensora
absorpcji dwufotonowej, natomiast P.,,(£2)pozostaje bez zmian, tj.:

P (20) =648 = G, ®&): A= (E,: A)E, : AY (2.35)

Pem ('QI) =I éf/&em |2= (éf ®é}) : (A[lem ® :[l;m) = Ef : F‘em (236)

gdzie A jest drugiego rzedu tensorem absorpcji dwufotonowej, E; = ¢, ®¢; jest dru-
giego rzedu tensorem wzbudzania (symbol & oznacza iloczyn tensorowy), E; =
é,, ®é., jest drugiego rzedu tensorem detekcji oraz Fop = f2,, ® 41, jest drugiego

rzedu tensorem emisji. Dla poréwnania P,,(£2) w przypadku wzbudzen jednofotono-
wych, dla ktérych wzor (2.7) w przypadku uktadéw molekularnych izotropowych
w skali makroskopowej i mikroskopowej sprowadza si¢ do postaci (2.8), ma postaé

Pu(Q) =161, P= (6, ®&]): (f13p ® f1y,) = E,; : Fy (237)

gdzie Fyp = f1, ® f, jest drugiego rzedu tensorem absorpcji jednofotonowej. Sposéb
zastapienia tensorow kartezjanskich E;, Ej, F,, oraz F,,, przez nieprzywiedlne skiado-
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we sferyczne przedstawiliSmy w pracy [42]. Jedyne co warto pokazaé to zwigzek po-
migdzy kartezjanskimi i sferycznymi sktadowymi tensora absorpcji dwufotonowej
(zwiazki typowe dla tensora drugiego rzedu) [54]

1 1
O = —Trd, 4D =——=(34,.-Trd 2.38
4 5 4 75 4 ) (2.38)
AD =+(A4,, +id,), AD) = %(AH — A, +2id ) (2.39)

W podanych zaleznosciach brakuje sktadowych sferycznych rzedu j = 1. Wynika
to stad, ze rozwazamy przypadek wzbudzefn dwoma identycznymi fotofonami (wzbu-
dzenia jednokolorowe). W takich przypadkach tensor 4 jest symetryczny i sktadowe
sferyczne tego tensora zj = | przyjmuja wartosci zerowe.

Nie bedziemy tutaj przedstawiaé szczegdtéw wyprowadzenia wzordw opisujacych
dyskutowany przypadek. Ograniczymy si¢ jedynie do wskazania wynikow koico-
wych, istotnych dla pézniejszej dyskusji problemu mikrospektroskopii fluorescencyj-
nej. Uzywajac tych samych metod matematycznych, jak w przypadku wzbudzen jed-
nofotonowych [44-51], uzyskaliSmy ogdlna posta¢ réwnania (2.7) dla przypadku
wzbudzen dwufotonowych, w swietle spolaryzowanym liniowo, w reprezentacji sfe-
rycznej {42]. Otrzymane rownanie adaptowalismy przez wykorzystanie odpowiednich
metod teorii grup (operatoréw rzutu) do przypadkéw: a) jednoosiowo uporzadkowa-
nych uktadéw molekularnych (rys. 2.8a, b) uktadéw izotropowych makroskopowo, ale
uporzadkowanych w skali nanoskopowej (rys. 2.8b oraz c) dla roztworéw bedacych
catkowicie izotropowymi ukladami molekularnymi. Wzor opisujacy zanik w czasie
natgzenia spolaryzowanego S$wiatla fluorescencji, emitowanego przez fluorofory
wprowadzone do makroskopowo izotropowych ukladéw molekularnych, ma postaé
bardzo podobna do przypadku wzbudzen jednofotonowych (wzdr 2.8), tj. [42]

I)(1,0) = C{C{z}Ph(t) +%P2 (OW,y, (t)Ph(t)} (2.40)

W przypadku wzbudzen dwufotonowych zanik kinetyczny Ph(r), w pierwszym
sktadniku ostatniego wzoru, jest dodatkowo mnozony przez staty czynnik Cyy, ktore-
go warto$¢ (postac) zalezy od ksztattu tensora absorpcji dwufotonowej. Takze i postac
funkcji korelacji W5 (#) zalezy od ksztattu tensora 4 [42].

Dla uktadow molekularnych makroskopowo izotropowych, ale mogacych by¢ zor-
ganizowanymi w skali lokalnej (rys. 2.8b), zakladajac, ze fluorofory sa rotorami sy-
metrycznymi i tensor 4 jest diagonalny w osiach elipsoidy obrotowej czynnik Cyy;
oraz funkcja korelacji Wy, (f) maja postac [42]

Cooy =5 (T + 21D + 2047 2.41)
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Wi, (1) = \E—TrA G,()~ \EGZ 0 (2.42)

gdzie:
G (=Y U,04PC; @, 0.) (2.43)
p=0,+2
Gy()= Y C223-nn-pU,0)APAD.C; (0,0, (2.44)
n,p=042

Skladowe sferyczne A” oraz A{” dane sa wzorem (2.38), natomiast A oraz

A3 przyjmuja wartosci:
AP =0, AY =14, -4,) 2.45)

Wspdlezynniki C(jy 2 J; my n1y) sg wspolezynnikami Clebscha—Gordana [53, 54].
Kartezjanskie i sferyczne skladowe tensora absorpcji dwufotonowej, wystepujace
w rownaniach (2.41)+2.45), zdefiniowane sg w molekularnym ukladzie odniesienia
XmYwmZu (rys. 2.2). Funkcje Un(f) = U_,(¢) sa molekularnymi funkcjami korelacji dla
ruchu obrotowego. Dla roztworéw i w modelu dyfuzji obrotowej sg one rownowazne
funkcjom R,(/), danymi wzorami (2.13), (2.14). Warto jednak zauwazy¢, ze w poda-
nych zalezno$ciach nie wystapi funkcja R (r) (podobnie Uy (1) = U.i(1)), gdyz A2 =0.
W przypadku osrodkow molekularnych o lokalnym uporzadkowaniu fluorofordw (rys.
2.8b) funkcje U,(f) = U ()imozna opisaé w modelu dyfuzji obrotowej ograniczonej
lokalnym potencjalem porzadkujacym lub w sposob fenomenologiczny (rown. 2.28).

Przyjmiemy teraz bardzo uproszczajace zalozenia, Ze tensor absorpcji dwufotono-
wej jest diagonalny oraz ze jego skladowa wzdluz dlugiej osi fluoroforu (elipsoidy
obrotowej — rotor symetryczny) ma dominujaca warto$¢, tj. 4.. O A, 4,,, a nawet ze
A jest jedynym niezerowym elementem tego tensora. Zalozenie to jest dobrym przy-
blizeniem do przypadku rodziny podtuznych molekut dwufenylopoliendw, dla ktérych
zostato ono zweryfikowane doswiadczalnie dla wzbudzen dwu- i tréjfotonowych [9].
Zatozenie to umozliwia przesledzenie maksymalnych efektéw polaryzacji fluorescen-
cji dla dowolnej liczby fotonéw zaangazowanych w procesie wzbudzenia. Z drugiej,
uzyskane wyniki beda mialy bardzo istotne znaczenie w dyskusji polaryzacji fluore-
scencji dla wzbudzeniach jedno-, dwu- i wielofotonowych z zastosowaniem obiekty-
wow mikroskopowych o duzych aperturach numerycznych.

W przypadku wzbudzen dwufotonowych poprzednie zalozenia powodujg, ze [42]

2

J6

Aéz) Sy Aizz) =0, Afz) =0, Cpy =%(Azz)2 (2.46)
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W takich uproszczeniach, po wilaczeniu czynnika C(z; do statej C, réwnanie (2.40)
przyjmuje postaé

8
Iy (t.0) = C[Ph(t) + 711)2(e)w{‘2’}v ) (t)Ph(t):| (2.47)
gdzie teraz
WE () =W, (1)1 Cy (2.48)

jest funkcjq korelacji normowang przez czynnik Ciz;. W modelu dyfuzji swobodnej
funkcja ta dana jest przez

WY (1) = expl~1 /(6 D)1P,(6,) (2.49)
a w opisie fenomenologicznym, uwzgledniajacym ewentualng niezerowa wartos¢ re-

zydualng, funkcje¢ ta mozna przybliza¢ wzorami (2.28) i (2.29).
Ze wzoru (2.47) otrzymuje si¢ wyrazenia dla obu sktadowych spolaryzowanych

Iy o) = C(Ph(t)+%W{(2',”(t)Ph(t)] (2.50)

Layu(t) = C(Ph(t)—gwl(ﬁ')(t)Ph(t)) (2.51)

z ktérych, zgodnie z réwnaniem (2.23), otrzymuje si¢ posta¢ anizotropii emisji:
MOE %Wg,“(t) (2.52)
Postepujac podobnie w przypadku wzbudzen tréj- i czterofotonowych, otrzymuje

si¢ [35]:
- wzbudzenia tréjfotonowe

Iy (2. 6)= C[Ph(t) +§P2(0)W[(3’}” (t)Ph(t)] (2.53)
2m
MOE ng (1) (2.54)
— wzbudzenia czterofotonowe
16
I4)(1.0)= C[Ph(t) o P,OWS) (t)Ph(t)] (2.55)
8
Ny () =—Wg, (©) (2.56)

11
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Poniewaz niezaleznie od przyjetego modelu ewolucji czasowej funkcji W)’ ()

(gdzie n =1, 2, 3, 4), jej wartos¢ poczatkowa réwna sig jednosci, tzn. W’ (¢=0)=1.

n}
Wartosci graniczne zatem anizotropii emisji ry, idac od wzbudzenia jednofotonowego
do wzbudzenia czterofotonowego, wykazuja ewidentny wzrost poczatkowej anizotro-
pii emitowanej fluorescencji, tj.
4 2 8

To.n} =§’ To2) = . o.3) =§, Toa) :H (2.57)

zgodnie z réwnaniami (2.32), (2.52), (2.54) i (2.56). Przyklady do$wiadczalnych ba-
dan fluorescencyjnych we wzbudzeniach tréj- i czterofotonowych, waznych w obsza-
rze nauk biomedycznych, mozna znalez¢ w pracach [55]} 1 [56].

2.4. SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA
WE WZBUDZENIACH FALA ZANIKAJACA WYKLEADNICZO

Zjawisko catkowitego wewngtrznego odbicia swiatta na granicy dwéch osrodkéw
o rézniacych sig wspélczynnikach zatamania §wiatta — wraz z dyskusja i zastosowaniem
zjawiska powstawania fali elektromagnetycznej, ktérej natgzenie zanika wyktadniczo
w osrodku optycznie rzadszym — dyskutowane sa w opracowaniu Harricka [57].

Jesli $wiatlo pada na granic¢ dwdéch osrodkéw charakteryzujacych si¢ réznymi ge-
stosciami optycznymi, to zaobserwujemy, ze cze$¢ swiatla ulegnie odbiciu, a czes¢
wniknie do drugiego osrodka (rys. 2.9).

: 72
.‘\‘

Rys. 2.9. llustracja prawa Snella

1 Fig. 2.9. llustration of the Snells law

Jezeli osrodek pierwszy jest optycznie gestszy od osrodka drugiego, tj. ny > n, to
istnieje graniczna wartos¢ kata padania ¥, w ktérej pole elektromagnetyczne rozcho-
dzi si¢ wzdluz granicy rozdziatu obu o$rodkdw. Dla katéw padania wigkszych od kata
granicznego, tj. ¥ > % hastepuje zjawisko calkowitego wewngtrznego odbicia $wia-
tta. Fala padajaca na granice obu os$rodkéw i fala odbita interferuja ze soba. W rezul-
tacie, w oSrodku o wigkszym wspéiczynniku zalamania $wiatla (n;), powstaje fala
stojaca. Rozwazenie rownan Maxwella oraz warunkéw ciagtosci dla sktadowych pola
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elektrycznego i magnetycznego na granicy obu osrodkéw prowadzi do wniosku, ze
wzdluz granicy rozdzialu osrodkéw rozchodzi si¢ fala elektromagnetyczna charakte-
ryzujaca sie tym, ze jej skrzydio po stronie osrodka rzadszego, w sensie natgzenia,
zanika wyktadniczo w funkcji odlegtosci od granicy osrodkoéw [57-59]. Aczkolwiek
formalnie nie ma przeptywu energii pola elektromagnetycznego do osrodka rzadszego,
skrzydto fali rozchodzacej si¢ wzdluz granicy rozdziatu o$rodkéw moze by¢ wykorzy-
stywane do wzbudzen fluorescencji fluoroforéw zaadsorbowanych do tej granicy lub
znajdujacych si¢ w jej poblizu. Problem ten byl dyskutowany w wielu opracowaniach
poswieconych zjawisku rozchodzenia sig¢ fali zanikajacej wykladniczo, a szczegdlnie
z zastosowaniami tego zjawiska w spektroskopii fluorescencyjnej na granicy rozdziatu
dwoch osrodkéw molekularnych. W opracowaniach przegladowych [58, 59] cytowany
jest bardzo bogaty zbiér publikacji i monografii poswigconych tej technice spektro-

skopowej, takze w zastosowaniach mikrospektroskopowych.
iz_‘
X

Y

a)
Fala zanikajaca wykfadniczo

b)
- 2
Ny

Fala padajaca Fala odbita '

) ) d)

Rys. 2.10. Catkowite wewngtrzne odbicie $wiatla. Fala zanikajaca wykladniczo
Fig. 2.10. Total internal reflection of the light. Evanescent wave

Na rysunku 2.10 przedstawiamy podstawowe wtasciwosci tej techniki spektrosko-
powej. Na rysunku 2.10a przedstawiono rozchodzenie si¢ fali padajacej na granice
oérodkdw, fale catkowicie odbitg od tej granicy, a takze falg rozchodzaca si¢ wzdiuz
granicy rozdziatu obu osrodkéw. Na rysunku 2.10b natomiast przedstawiono natgze-
niowa ewolucj¢ pola elektromagnetycznego wzdtuz normalnej do granicy obu osrod-
kéw. Pokazano falg stojaca w osrodku optycznie gestszym oraz zanik wyktadniczy
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natgzenia fali rozchodzacej si¢ wzdluz granicy obu o$rodkéw, ktérej skrzydto po stro-
nie osrodka rzadszego charakteryzuje si¢ wykladniczym zanikiem natezenia wzdiuz
normalnej do granicy o$rodkéw (0$ Z). Szybko$¢ zaniku natezenia fali wyktadniczej,
tj. wielkosé d, zalezy od wartosci wspdlczynnikéw zatamania $wiatta obu o$rodkow
(1, mp), od dhugosci fali $wiatta w osrodku optycznie gestszym (/) oraz od wartosci
kata padania (¥ > y,.) [58, 59], czyli:

d= A (2.58)
27z\/sir12 v, —(ny/n)

W przyblizeniu elektrycznym dipolowym procesu absorpcji $wiatla profil nateze-
nia $wiatta rozchodzacego si¢ wzdtuz granicy rozdziatu osrodkéw, w strukturze fali
zanikajacej wyktadniczo, ma postaé

I(z,0)=1, exp(_—zJ (2.59)

Zy

gdzie z; = d/2 oraz I, jest wartoscig dla tego nat¢zenia na samej granicy osrodkéw
(z = 0) i zalezy od kata padania $wiatta, obu wspdtczynnikéw zatamania $wiatta oraz od
dlugosci fali $wiatta padajacego. W literaturze, w ujeciu do$¢ potocznym, wielkos$¢ z,
okres$lana jest mianem glebokosci penetracji osrodka rzadszego swiattem fali zanikajacej
wyktadniczo. Termin ten sugeruja nam schematy, wykresy z rysunkéw 2.10a i 2.10b.

Jak juz wspomnielismy wczes$niej, wartosé¢ wielkos$¢ z, zalezy od kilku parame-
tréw. To czego nie mozna zmieni¢ podczas do$wiadczen fluorescencyjnych, podczas
wzbudzania fala zanikajaca wyktadniczo, to przede wszystkim wspdtczynnik zatama-
nia $wiatta badanej probki (1;). Wybdr diugosci fali swiatta padajacego na granice
osrodkéw takze nie moze by¢ dowolny, gdyz dlugosé fali §wiatta uzywanego w takich
doswiadczeniach musi pasowaé do zakresu falowego pasma absorpcji fluoroforéw
wzbudzanych falg zanikajacq wyktadniczo. Parametrami kontrolujacymi takie pomia-
ry sg wspoétczynnik zatamania podtoza n; oraz wartos¢ kata padania $wiatla na granicg
os$rodkdw 3 > 7. W zaleznosci od tych dwéch parametréw wartos¢ wielkosci z, moze
zmienia¢ sie¢ w granicach 50-300 nm [58, 59]. Wynika z tego, ze technika fluorescen-
cyjna we wzbudzeniach fala zanikajaca wyktadniczo umozliwia wzbudzanie fluore-
scencje w bardzo cienkich warstwach badanego osrodka. Przez zmiang kata padania
$wiatta grubos¢ penetracji probki mozna zmieniaé w sposéb dos¢ ptynny. W zalez-
nosci od precyzji zmian wartosci tego kata mozna dokonywaé zmian warto$ci para-
metru z; nawet w granicach od kilku do kilkunastu nanometréw.

W badaniach fluorescencyjnych we wzbudzaniu falg zanikajaca wykladniczo,
w $wietle spolaryzowanym, istotnym problemem jest stan polaryzacji fali zanikajacej
wyktadniczo. Problem ten przedstawiony jest schematycznie na rysunkach 2.10c
i 2.10d. Gdy $wiatto padajace na granic¢ obu osrodkéw jest spolaryzowane w kierun-
ku prostopadtym do ptaszczyzny padania, wéwczas takze i fala zanikajaca wyktadni-
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czo ma taka polaryzacj¢. Obie polaryzacje majg kierunek osi X na rysunku 2.10c. Je-
zeli jednak $wiatto padajace na granicg rozdziatu obu osrodkéw ma polaryzacje linio-
wa, ale réwnolegla do plaszczyzny padania, fala zanikajaca wyktadniczo (rozchodzaca
sie wzdluz granicy rozdziatu obu o$rodkéw) nie ma juz polaryzacji liniowej. Pole to
ma dwie sktadowe, tj. wzdtuz osi Y i wzdtuz osi Z. Obie skltadowe sq w zaleznosci
fazowej i w efekcie zaburzenie to ma polaryzacj¢ eliptyczng [58, 59]. Zalezno$¢ fazo-
wa pomig¢dzy obydwiema sktadowymi zmienia si¢ w funkeji dtugosci drogi propagacji
fali zanikajacej wyktadniczo wzdtuz granicy rozdziatu obu osrodkéw. Z tego powodu
w badaniach polaryzacyjnych, w ktérych kierunek polaryzacji fali zanikajacej wyktad-
niczo ma zasadnicze znaczenie w analizie iloSciowej, $wiatto wzbudzajace, padajace na
granice obu o$rodkéw, ma polaryzacje w kierunku prostopadlym do plaszczyzny pada-
nia. W takich warunkach mozna jednoznacznie okresli¢ polaryzacyjne efekty procesu
fotoselekcji fluoroforéw przez fale zanikajaca wykladniczo. Mozna wéwczas dokfadnie
opisaé czasowo-rozdzielczg spektroskopie fluorescencyjng w $wietle spolaryzowanym
na granicy obu osrodkéw (lub w jej poblizu), dla o$rodkéw makroskopowo izotropo-
wych (z mozliwoscig lokalnych nanoskopowych uporzadkowan) lub uktadéw moleku-
larnych uporzgdkowanych w spos6éb makroskopowy (warstwy Langmuira—Blodgett —
zaadsorbowane (bio)makromolekuty, membrany fosfolipidowe oraz cienkie warstwy
ukladéw organicznych, nieorganicznych i hybrydowych).

3. MIKROSPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA
WE WZBUDZENIACH JEDNOFOTONOWYCH

3.1. WPROWADZENIE

Mikrospektroskopia fluorescencyjna, przez uzycie obiektywdw mikroskopowych,
probkuje bardzo male obszary badanych ukfadéw molekularnych. Podstawy spektro-
skopii fluorescencyjnej, kinetycznej i dynamicznej — przedstawione w poprzedniej
czesei tej pracy w wielkim skrécie i z ograniczeniem jedynie do bardzo elementarnych
aspektow tej techniki — stosuja si¢ takze do mikrospektroskopii fluorescencyjnej
w przyblizeniu dalckiego pola. Przechodzac od spektroskopii fluorescencyjnej, przy
réwnolegtych wiazkach $wiatta (Swiatta wzbudzajacego i rejestrowanego Swiatta
emitowanej fluorescencji) do mikrospektroskopii, nalezy jedynie we wlasciwy sposéb
uwzglednic efekty ogniskowania $wiatta oraz efekty detekcji sygnatéw fluorescencji
z zastosowaniem soczewek obiektywowych (obiektywow mikroskopowych) o duzych
aperturach numerycznych. Temu problemowi poswigcona jest ta czgs¢ pracy. Omo-
wimy tutaj przypadek wzbudzen jednofotonowych.

Na rysunku 3.1 przedstawiono schematy dwéch z najczestszych doswiadczalnych
realizacji czasowo-rozdzielczej lub stacjonarnej mikrospektroskopii i obrazowania
fluorescencyjnego w $wietle spolaryzowanym.
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Rys. 3.1. Polaryzacyjna mikrospektroskopia fluorescencyjna: a) przy wzbudzaniu szerokopolowym
i detekcji szerokopolowej lub konfokalnej oraz b) przy wzbudzaniu fala zanikajaca wyktadniczo
Fig. 3.1. Polarized fluorescence microspectroscopy: a) at the wide-field detection and wide-field or con-
focal detection, and b) at the evanescent-wave excitation

Na rysunku 3.la wiagzka swiatta laserowego liniowo spolaryzowanego (wektor
jednostkowy ¢, ), po jej uprzednim poszerzeniu w celu wygtadzenia gaussowskiego
profilu natezenia swiatla w profil jednorodny (w przekroju poprzecznym wiazki), pada
na zwierciadto dichroiczne i jest ogniskowana w prébce przez obiektyw mikroskopo-
wy o odpowiedniej aperturze numerycznej. W zalezno$ci od wartosci apertury nume-
rycznej obiektywu poprzeczny i podluzny wymiar ogniska sa rz¢du, odpowiednio,
200-300 nm i 300-500 nm. W przypadku wzbudzen jednofotonowych proces wzbu-
dzania fluoroforéw oraz proces emisji swiatta fluorescencji przedstawione sa schema-
tycznie na rysunku 2.1a. Molekuly fluorescencyjne sa wzbudzane zaréwno w ognisku
obiektywu, jak réwniez w catym stozkowym rozktadzie (podwéjny stozek) ogniskowa-
nego $wiatla wzbudzajacego. Z tego powodu $wiatto fluorescencji emitowane jest
z calego na$wietlonego obszaru prébki, z najwigkszym natgzeniem w samym ognisku.
Taki sposéb wzbudzania fluorescencji okresla si¢ mianem wzbudzania szerokiego
pola (ang. wide-field excitation). Katowa szerokos¢ stozka wzbudzania okreslana jest
katem poléwkowym @, ktérego wartos¢ zalezy od wartosci apertury numerycznej NA
obiektywu i od wartosci wspo6iczynnika zalamania $wiatta n cieczy immersyjnej, wy-
petniajacej przestrzen pomigdzy obicktywem i badana prébka, czyli.

o =arc sin— (3.1)
n

Emitowane w prébee $wiatto fluorescencji zbierane jest przez ten sam obiektyw
i przechodzi przez zwierciadlo dichroiczne, przezroczyste dla zakresu falowego emi-
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towanej fluorescencji. Przez ustawienie analizatora pod katem detekcji € (wzgledem
kierunku liniowej polaryzacji §wiatta wzbudzajacego é;) wybierany jest konkretny

kierunek (wektor jednostkowy é,) polaryzacji $wiatta fluorescencji, mierzony przez

odpowiedni uktad detekcyjny (nie jest on pokazany na rys. 3.1). Poniewaz $wiatto
fluorescencji pochodzi z calego obszaru wzbudzanego w prébce, ten rodzaj detekcji
okresla si¢ mianem detekcji szerokopolowej. Wstawiajac za analizatorem uklad
optyczny sktadajacy si¢ z dodatkowej soczewki oraz przestony z mala Zrenicg (ang.
pinhole), mierzony sygnat fluorescencji zredukujemy do sygnatu emitowanego w sa-
mym ognisku obiektywu. Dodatkowa soczewka ustawiona w kanale detekcyjnym
obrazuje ognisko w Zrenicy przestony, eliminujac tym samym S$wiatto fluorescencji
emitowane z obszaréw powyzej i ponizej ogniska obiektywu. Ten rodzaj mikrospek-
troskopii okresla si¢ mianem konfokalnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej. Cho-
ciaz obszar wzbudzania prébki jest nadal typu szerokiego pola, fakt ze obszar, z ktd-
rego ,,wybierane” jest $wiatto emitowanej fluorescencji jest ograniczony jedynie do
obszaru ogniska, daje mozliwo$é przestrzennego fluorescencyjnego obrazowania ba-
danej probki w funkcji trzech wspodtrzednych przestrzennych x, y i z (obrazowanie
3D). Przestrzenna rozdzielczo$¢ obrazowania jest ograniczona rozmiarami ogniska
obiektywu mikroskopowego, gdyz mierzony sygnat fluorescencji zawiera informacje
o badanej prébce, ,,usredniong” po obszarze catego ogniska.

Na rysunku 3.1b przedstawiono schematycznie uktad doswiadczalny mikrospek-
troskopii fluorescencyjnej podczas wzbudzania fluorescencji fala zanikajaca wyktad-
niczo. Zgodnie z tym co zostalo powiedziane wczesniej na temat spektroskopii fluore-
scencyjnej we wzbudzeniach falg zanikajaca wyktadniczo, jak pokazuje to rysunek
3.1b, réwnolegta wigzka spolaryzowanego liniowo $wiatta wzbudzajacego pada na
odpowiednio przygotowana probke pod katem wigkszym anizeli kat graniczny y,.. Pod
takim warunkiem fluorescencja w prébce jest wzbudzana na glgbokosciach okoto
50-300 nm w zaleznosci od wspdiczynnikéw zatamania $wiatta podioza i badanej
probki od dtugosci fali Swiatta wzbudzajacego, a takze od kata padania Swiatfa wzbu-
dzajacego na granic¢ faz osrodkéw podtoze/prébka. Podobnie jak w przypadku
uktadu pomiarowego, przedstawionego na rysunku 3.la, $wiatto emitowanej fluore-
scencji jest zbierane obiektywem mikroskopowym, a kierunek liniowej polaryzacji
Swiatla fluorescencji jest wybierany przez odpowiednie ustawienie analizatora w kanale
detekcyjnym. Kat detekcji jest definiowany wzgledem kierunku polaryzacji $wiatla
wzbudzajacego, ktéry zgodnie z rysunkiem 3.1a, jest prostopadly do ptaszczyzny pa-
dania tego $wiatta. Gtebokos$¢é penetracji probki przez falg zanikajaca wyktadniczo
mozna zmieniaé w sposéb ptynny przez zmiang wartosci kata padania swiatta wzbu-
dzajacego lub zmiang jego dtugosci fali nawet co 10-20 nm. Przez poziome przesu-
wanie prébki wzgledem swiatta wzbudzajacego i obiektywu mikroskopowego mozna
dokona¢ fluorescencyjnego zobrazowania badanej prébki w tej plaszczyznie, z roz-
dzielczo$cia uwarunkowang przez poprzeczny wymiar ogniska uzywanego obiektywu.
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Z tego powodu ta technika spektroskopowa czesto okreslana jest mianem tomografii
fluorescencyjnej. Biorac pod uwage mozliwe wartosci glebokosei penetracji probki
przez fale zanikajaca wykladniczo oraz mozliwo$é zmiany tej glebokoscei co kilkana-
$cie nanometréw, technike te czesto uwaza sie jako nanoskopie fluorescencyjna
w sensie badania zmian wtasciwosci badanej prébki wzdtuz osi optycznej uktadu.

Zastosowania do$wiadczalne mikro/nanospektroskopii fluorescencyjnej nalezy po-
dzieli¢ na dwa kierunki. Pierwszy kierunek dotyczy natgzeniowego obrazowania pré-
bek z wykorzystaniem wprowadzanych do nich fluoroforéw lub z wykorzystaniem
naturalnych grup chromoforowych sktadnikéw prébki (autofluorescencja). Dobierajac
odpowiednie filtry lub zmieniajgc ustawienia monochromatora w kanale detekcyjnym,
mozna okresli¢ lokalizacje¢ konkretnych fluoroforéw w badanej prébee. Fluorofory
o bardzo konkretnych wilasciwosciach fizykochemicznych beda lokalizowaty sig
w obszarach prébki o ,,przychylnych” wtasciwosciach (np. w sensie lokalnej polarno-
$ci, polaryzowalnodci lub tworzenia si¢ wiazan wodorowych). Znajac wtasciwosci
fluoroforéw, na podstawie takich barwnych obrazéw fluorescencyjnych mozna zobra-
zowac strukturg badanego materiatu i w jakos$ciowy sposéb wydedukowaé przyblizo-
ne wiasciwosci tego materialu. W naszym przekonaniu ten typ do$wiadczen nalezy
nazywa¢ mikroskopia fluorescencyjna, gdyz uzyskiwane z tych doswiadczen informa-
cje stuza raczej do obrazowania badanego materiatu, natomiast nie dostarczaja zad-
nych ilosciowych informaciji.

Drugi kierunek zastosowan mikro/nanospektroskopii to czasowo-rozdzielcze ba-
dania fluorescencyjne w $wietle spolaryzowanym. Umozliwiaja one iloSciowe okre-
slanie zmian wiasciwosci fluoroforé6w w zaleznosci od miejsca ich lokalizacji
w badanej prébce. Wybierajac fluorofory czute (w sensie kinetyki zaniku fluore-
scencji) na polarnos¢, polaryzowalnosé, kwasowosé, a nawet lepkos¢ (jesli w sta-
nie wzbudzonym fluoroforéw moze/musi zachodzi¢ proces zmieniajacy ich ksztatt
geometryczny (np. procesy fotoizomeryzacyjne), mozna okres$laé jakosciowo
i ilosciowo wlasciwosci osrodka oraz przestrzenne zmiany (mapy zmian) tych wia-
$ciwosci w skali najblizszego otoczenia fluoroforéw (w ich nanootoczeniu) z roz-
dzielczoscig optyczng uzywanej aparatury. Takich informacji dostarcza kinetyczna
mikrospektroskopia fluorescencyjna, znana w literaturze pod nazwa angielska jako
Sfluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM). Technika FLIM moze by¢ takze
wykorzystywana w wyznaczaniu odlegtos$ci pomiedzy parag dwéch odmiennych flu-
oroforéw, dzigki wykorzystaniu zjawiska rezonansowego przekazywania energii
wzbudzenia fluoroforu typu donorowego (bezposrednio wzbudzonego) do fluoroforu
typu akceptorowego (pobierajacego energi¢ wzbudzenia od donora). Technika ta
moze dotyczy¢ swobodnych fluoroforéw wprowadzonych do badanego materiatu
oraz moze dotyczy¢ donorowo-akceptorowej pary fluoroforéw, ktére przyczepiaja
si¢ do konkretnej makromolekutly (np. biatka) lub biopolimeru (np. DNA) w dwéch
(ale zamierzonych) miejscach. Pary donorowo-akceptorowe naturalnych chromofo-
réw dwdéch (bioymakromolekut sa takze przyktadami znanymi z praktyki do$wiad-
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czalnej. Zjawisko rezonansowego przekazywania energii zachodzi w przypadku, gdy
odlegtosé miedzy donorem i akceptorem nie jest wigksza anizeli okoto 10 nm
(w wigkszosci przypadkéw doswiadczalnych). Tak wigc umozliwia ona okreslanie
(w tej skali) odlegtosci migdzy dwoma fluorofortami, badanie zmian konformacyj-
nych (bio)makromolekut lub (bio)polimerédw, jak réwniez umozliwia okreslanie
sredniej odlegtos$ci migdzy dwoma (bio)makromolekutami. Informacje te sa bardzo
istotne dla jakosciowego i ilosciowego charakteryzowania wlasciwosci materiatéw
biomedycznych. Technika ta okreslana jest czgsto w literaturze skrétem FRET (ang.
fluorescence resonance energy transfer) i jest, naszym zdaniem, dos¢ nieszczgsliwa.
Fluorescencja jest zjawiskiem, a nie okreslong forma energii, wigc nie moze by¢
przekazywana. Naszym zdaniem wtasciwym okresleniem do tego zjawiska jest:
fluorescence excitation energy resonance transfer (FEERT). Techniki FLIM
i FREET dostarczaja informacji o kinetycznej ewolucji stanéw wzbudzonych fluoro-
foréw. Obie metody umozliwiaja dokonywanie tréjwymiarowego zobrazowania
wiasciwosci badanych prébek przez mapy rozktadéw czaséw gasnigcia fluorescencji
(w przypadku techniki FLIM) oraz map kinetycznych szybkosci transferu energii
wzbudzenia (w przypadku techniki FREET).

Badania polaryzacyjne, w ktérych dokonuje si¢ pomiaréw zanikéw swiatta fluore-
scencji dla dwéch skrajnych ustawien analizatora (pomiary sktadowych I(7) i 1,(2),
zgodnie z tym co napisalimy w pierwszej czesci tej pracy, umozliwiaja okreslanie
szybkosci dynamiki dyfuzyjnej ruchu obrotowego fluoroforéw. Technika ta czgsto jest
okreslana mianem EAIM (ang. emission anisotropy imaging). W badaniach mi-
kro/nanospektroskopowych metoda ta umozliwia okreslanie lokalnej mobilnosci ob-
rotowej fluoroforéw w bardzo ograniczonych i wybranych obszarach prébki, a wigc
umozliwia badania lepkosci ich najblizszego otoczenia. W skaningowej technice 3D
prowadzi to w efekcie do tréjwymiarowego obrazowania whasciwosci badanych mate-
riatébw mapami rozktadéw czaséw relaksacji obrotowej fluoroforéw, a wigc takze
i mapami rozkladéw lokalnej lepkosci.

Wymienione tutaj techniki FLIM, FREET oraz EAIM nie sa jedynymi technikami
mikrospektroskopii fluorescencyjnej. Istnieje wiele odmian tych technik. W pierwszej
kolejnosci nalezy wspomnie¢ tzw. mikrospektroskopi¢ fluorescencyjna pojedynczych
molekut (smFLIM, smEAIM) czy pojedynczych par akceptorowo-donorowych
(spFFRET). Bardzo istotnymi technikami sg techniki FCS (ang. fluorescence correla-
tion spectroscopy) czy FRAP (ang. fluorescence recovery after photobleaching).
Wszystkie wymienione tutaj techniki dotycza polaryzacyjnej mikro/nanospektroskopii
fluorescencyjnej z jednoczesnym wzbudzaniem i detekcja fluorescencji przez obiektyw
mikroskopowy o duzej aperturze numerycznej lub w metodzie wzbudzen falg zanika-
jaca wykladniczo. Z tego powodu, ze wzgledu na prawidtowosci wykonania pomia-
réw, wlasciwego sposobu opisu i analizy mierzonych spolaryzowanych sygnaléw
$wiatta fluorescencji, techniki te nie réznig sie.
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3.2. ZASTANY (ZLY) STAN WIEDZY O LITERATURZE

W przypadku spektroskopii fluorescencyjnej w $wietle wiazek réwnolegtych lub
prawie réwnolegtych (przypadek dyskutowany w drugim rozdziale tej pracy) kinetyke
zaniku fluorescencji mozemy okresli¢ z analizy histogramu zaniku catkowitego nate-
zenia Swiatla fluorescencji [,(f) = Io(¥) + 21,(¢) lub z analizy nat¢zenia swiatta fluore-
scencji Ingg(f) mierzonego przy kacie detekcji Oy = 54,7° (wzory (2.12) i (2.13)).
Natomiast dynamike obrotowa fluoroforéw oraz wartosé rezydualng funkcji korelacji
(w przypadku lokalnych ograniczen katowych na mozliwe orientacje fluoroforéw)
uzyskuje si¢ z jednoczesnej analizy histograméw obu spolaryzowanych sktadowych
swiatla fluorescencji In(r) oraz I,(t) (wzory (2.17) i (2.18)). W fizycznym uj¢ciu infor-
macje o kinetycznej i dynamicznej ewolucji wzbudzonych fluoroforéw powinny byé
niezalezne od tego czy pomiary dokonywane sa w sposéb tradycyjny (przy réwnole-
glych wiazkach $wiatta wzbudzajacego i swiatla emitowanej fluorescencji), czy tez
z uzyciem soczewek obiektywowych (obiektywéw mikroskopowych) w kanale
wzbudzania i/lub w kanale detekcyjnym. Tak dlugo, jak dtugo rozwaza sie (takze
doswiadczalnie) spektroskopie fluorescencyjna w przyblizeniu dalekiego pola (ang.
far-field fluorescence spectroscopy), kinetyka zaniku fluorescencji, Ph(t), oraz dy-
namika obrotowa fluoroforéw, W(#), muszg iloSciowo by¢ takie same niezaleznie od
uzytej metody do$wiadczalnej. Warunek ten bedzie spetniony tylko wtedy, gdy nie-
zaleznie od uzytej metody do$wiadczalnej, realizacja pomiaréw oraz opis i analiza
uzyskanych wynikéw pomiarowych beda prawidtowo uwzglednialy warunki fizycz-
ne tych badan.

(a) (b)
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Rys. 3.2. Polaryzacyjna spektroskopia fluorescencyjna: a) klasyczna, przy warunku réwnolegtych
wigzek swiatta w kanale wzbudzania i w kanale detekcji oraz b) z zastosowaniem
soczewek obiektywowych o duzych aperturach numerycznych
Fig. 3.2. Polarized fluorescence spectroscopy: a) traditional, at the parallel beams of light in
the excitation and detection channels, and b) with the application of high-aperture objective lenses
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Aczkolwiek kinetyczna i dynamiczna mikrospektroskopia fluorescencyjna jest
powszechnie uzywana juz od prawie trzydziestu lat, w serii prac [28-30] pokazali-
$my, Zze sposéb wykonywania, opis i analiza pomiaréw mikrospektroskopowych
byly przez ten caty czas realizowane wedlug procedur tradycyjnej spektroskopii
fluorescencyjnej, czyli w $wietle wiazek réwnolegtych, ewidentnie zZle odzwiercie-
dlajacych rzeczywiste warunki doswiadczalne badan mikrospektroskopowych. Az
trudno w to uwierzy¢, ze przez prawie trzydziesci lat do§wiadczalnicy rozwijajacy
rézne warianty mikrospektroskopii fluorescencyjnej oraz praktycy stosujacy te tech-
niki nie zastanowili si¢ nad podstawami fizycznymi polaryzacyjnej mikrospektro-
skopii fluorescencyjne;j.

Na rysunku 3.2 przedstawiono schematycznie uktady pomiarowe odnoszace si¢
do obu typéw badan doswiadczalnych. Na rysunku 3.2a (biorac pod uwage tor A
wzbudzania fluorescencji) pokazano typowy schemat realizacji czasowo-
-rozdzielczej polaryzacyjnej spektroskopii fluorescencyjnej. Réwnolegta wigzka
liniowo spolaryzowanego $wiatta wzbudza fluorescencj¢ w kuwecie. W kanale de-
tekcyjnym mierzone sa zaniki natezenia $wiatta emitowanej fluorescencji (w po-
staci wigzki réwnolegle] — po zastosowaniu odpowiedniej przestony i soczewki
o bardzo duzej ogniskowej). Kierunek polaryzacji mierzonych sygnatéw wybiera-
ny jest przez analizator (polaryzator). Jezeli zmienimy tor biegu $wiatla wzbudza-
jacego, z toru A na tor B, i skierujemy zwierciadtem dichroicznym swiatto wzbu-
dzajace w kierunku kuwety, uzyskamy w przestrzeni laboratoryjnej schemat
uktadu pomiarowego typowego dla polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescen-
cyjnej, pokazany na rysunku 3.2b. Jest catkiem niewykluczone, ze wtasnie takie
spojrzenie na oba typy pomiaréw bylo powodem zaistnienia dyskutowanego tutaj
»hieporozumienia”. Oba typy do$§wiadczen réznig si¢ tym, i to w spos6b zasadni-
czy, co dzieje si¢ wewnatrz probki, a doktadniej w miejscu, gdzie wzbudzana jest
fluorescencja oraz z ktérego pochodzi (mierzony w uktadzie laboratoryjnym) sy-
gnal emitowane]j fluorescencji. W przypadku rysunku 3.2a wiazki $§wiatta wzbu-
dzajacego oraz $wiatta fluorescencji sq wigzkami réwnolegltymi w obu przestrze-
niach. W przypadku rysunku 3.2b, w przestrzeni laboratoryjnej obie wiazki sa
réwnolegtymi wigzkami $wiatta, natomiast w przestrzeni probki sa one wigzkami,
odpowiednio: a) zbiezna (skupiana) wiazka Swiatta wzbudzajacego oraz b) roz-
biezna (i kolimowana przez obiektyw) wiazka $wiatta fluorescencji emitowane;j
w ognisku obiektywu. Poniewaz w typowych badaniach mikrospektroskopowych
wartosci katéw potéwkowych ¢, obliczanych ze wzoru (3.1), s3 w granicach po-
migdzy 45° i prawie 70°, jest to zatem oczywiste, ze oba przypadki doswiadczalne,
pokazane na rysunku 3.2, nalezy traktowaé w bardzo odmienny sposéb. Polaryza-
cyjna mikrospektroskopia fluorescencyjna wymaga dokonania prawidlowego
sprzggnigcia podstaw optyki soczewek obiektywowych z podstawami spektrosko-
pii fluorescencyjnej w §wietle spolaryzowanym.
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3.3. OPIS MIKROSPEKTROSKOPII FLUORESCENCYINEJ
W UJECIU OPTYKI GEOMETRYCZNEJ

Wzér (2.6), opisujacy natezenie spolaryzowanego $wiatla fluorescencji, odnosi sie
do sytuacji doswiadczalnej przedstawionej na rysunku 2.3, w przypadku makrosko-
powo izotropowych uktadéw molekularnych (mogacych jednak charakteryzowaé sie
uporzadkowaniem lokalnym — w nanoskali). Poniewaz tego typu pomiary przeprowa-
dza si¢ z uzyciem tzw. réwnoleglych wiazek swiatta (jesli sq uzywane soczewki), to sq
one dlugoogniskowe o katach potéwkowych (¢ mniejszych od 10-15°). Wzdr ten
otrzymuje si¢ z réwnania ogdlnego (2.7), korzystajac z operatora rzutu odpowiadaja-
cemu tréjwymiarowej grupie symetrii O*(3) obrotéw wiasciwych, transformujacych
obrotowo (o zespét trzech katéw Eulera) uktad laboratoryjny X,Y;Z, w uktad mole-
kularny Xy YuZy (rys. 2.4) [28]. W trakcie procesu rzutowania wzoru (2.7) do formy
niezmienniczej, ze wzgledu na grupe O*(3), otrzymuje si¢ wyrazenie [28]

2
1(r>=C{Ph(r)+§(ZCS.,A@,“’,co,-‘“)cz,p<0}L” }“)]W(t)Ph(t)J 3.2)

p=-2

We wzorze (32) C, (67, ¢!") oraz C, ,(0°,¢") sa zmodyfikowanymi
funkcjami kulistymi [53], parametryzowanymi przez dwa zespoty katéw sferycznych
opisujacych orientacje kierunku polaryzacji $wiatla wzbudzajacego (8°, p) oraz

wybranego kierunku polaryzacji $wiatla fluorescencji (9}“, }L)) w laboratoryjnym

ukfadzie odniesienia X, Y;Z;. Gdy obie wiazki $wiatta sg wigzkami réwnolegtymi,
wdwczas mozna skorzystaé z relacji [53]

2
PZ(H) — ZC;,,,(@(L), (ﬂi(L)) Cz,p(gj("L)v ;L)) (3.3)

p=-2

gdzie 0 jest katem pomigdzy obydwoma kierunkami polaryzacji. Wéwczas wzor (3.2)
przechodzi w zaleznosc¢ (2.8). W przypadku doswiadczen polaryzacyjnych z wykorzy-
staniem soczewek obiektywowych o duzych aperturach numerycznych nalezy rozréz-
nia¢ kierunki polaryzacji $wiatta wzbudzajacego oraz rejestrowanego $wiatta fluore-
scencji w przestrzeni laboratoryjnej i w przestrzeni prébki (przestrzen ogniska
soczewki).

Na rysunku 3.3a przedstawiona jest soczewka obiektywowa SO, ktéra zbiera
swiatlo emitowane w ognisku, transformuje je do wiazki réwnolegtej, ktéra nastepnie
jest polaryzowana liniowo przez analizator A. Ta sama soczewka ogniskuje réwnole-
gla wiazke Swiatta wzbudzajacego o polaryzacji liniowej wybranej polaryzatorem P.
Obie transformacje swiatla migdzy przestrzenia laboratoryjng i przestrzenia ogniska
mozna opisa¢ z wykorzystaniem optyki geometrycznej. Rozwazmy problem réwnole-
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glej wigzki swiatta o liniowej polaryzacji, skupianej przez soczewke obiektywowa
o duzej aperturze numerycznej. Zgodnie z tym, co zostalo wykazanc przez Richardsa
i Wolfa [31], kazdy promien $wiatta w wiazce réwnoleglej oraz odpowiadajacy mu
promien w wigzce zbieznej leza w jednej plaszezyznie MP (ang. meridional plane),
tworzonej z osig optyczng uktadu. Kierunki liniowej polaryzacji obu promieni tworza
z tg plaszczyzna ten sam kat. Na rysunku 3.3a pokazane sa dwa promienie, Ly oraz L,
obrazujgce wlasciwosdei plaszczyzn MP. Kierunek liniowej polaryzacji promienia Ly
jest taki sam w obu przestrzeniach. Kierunki liniowej polaryzacji promienia L,
w obu przestrzeniach sg rézne, natomiast tworzg ten sam kat w z plaszczyzng MP.
Rozwazajac kazdy z promieni swiatta w wigzce réwnoleglej w przestrzeni laborato-
ryjnej, mozemy zrekonstruowac przyblizony rozktad kierunkéw liniowych polaryzacji
promieni $wiatta w samym ognisku. Pokazano to na rysunku 3.3b. Liniowej polaryza-
cji réwnolegtej wiazki swiatta przed soczewkg w ognisku odpowiada asymetryczny
stozkowy rozktad tych kierunkéw. W efekcie natezenie Swiatta w ognisku ma ogélnie
trzy niezerowe skladowe spolaryzowane. Korzystajac z prawa niezmienniczosci opty-
ki geometrycznej ze wzgledu na odwrécenie kierunku biegu $wiatha, na rysunek 3.3
mozemy popatrze¢ takze, biorge pod uwage transformacje biegu $wiatta fluorescencji
(wiazki rozbieznej) w rownolegly wigzke spolaryzowanego liniowo swiatta fluore-
scencji w przestrzeni laboratoryjnej.

a) b)

Rys. 3.3. Wzbudzanie i detekcja fluorescencji z wykorzystaniem soczewek obicktywowych
o duzych aperturach numerycznych
Fig. 3.3. Excitation and detection of fluorescence with the application of high-aperture objective lenses

Poniewaz w dyskutowanym tutaj modelu opisu transformacji $wiatla przez so-
czewke obiektywows, migdzy przestrzenig laboratoryjna i przestrzenia ogniska, wyko-
rzystujemy udowodnione przez Richardsa i Wolfa [31] wiasciwosci ptaszczyzn MP,
model ten nazwiemy w skrécie modelem MPP (ang. meridional-plane-properties ba-
sed model).
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Emisja Wzbudzenie Emisja Wzbudzenie
a) b)

Rys. 3.4. Schematyczne przedstawienie polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej z:
a) prawidlowo rozumianymi warunkami do§wiadczalnymi w ognisku obiektywu mikroskopowego,
b) ze ztym rozumieniem tego samego problemu
Fig. 3.4. Schematic presentation of polarized fluorescence microspectroscopy with: a) correctly
understood experimental conditions at the focus, b) with incorrect understanding of the same problem

Na rysunku 3.4a przedstawiono prawidtowy schemat podstaw fizycznych dzialania
mikroskopu fluorescencyjnego w swietle spolaryzowanym, w opisie optyki geome-
trycznej. W uktadzie laboratoryjnym wigzka $wiatta wzbudzajacego jest wiazka row-
nolegta o jednorodnej polaryzacji liniowej. Wigzka ta pada na zwierciadto dichroiczne
ZD i jest kierowana na soczewke obiektywowa, transformujaca jednorodna liniowa
polaryzacje wiazki réwnoleglej w stozkowy rozktad (EX) kierunkéw polaryzacji
w ognisku. To samo dotyczy wiazki $wiatla fluorescencji, ktérej natgzenie (i zanik
w czasie) jest mierzone w ukladzie laboratoryjnym. Jednorodnej liniowej polaryzacji
réwnolegtej wiazki $wiatta w przestrzeni laboratoryjnej odpowiada odpowiednio zo-
rientowany stozek rozktadu kierunkéw liniowej polaryzacji $wiatta fluorescencji
emitowanego w ognisku (EM). W plaszczyZnie analizatora (w przestrzeni laboratoryj-
nej) oba kierunki polaryzacji tworza kat 0, ktéremu w przestrzeni ogniska odpowiada
ten sam kat pomigdzy dtugimi osiami symetrii obu rozktadéw stozkowych.

Na rysunku 3.4b pokazano schemat podobnego ukladu, ale z pominigciem stozkowych
rozktadéw kierunkéw polaryzacji swiatta wzbudzajacego i swiatla fluorescencji w ogni-
sku. Do takiego schematu stosuja si¢ wzory opisujace tradycyjng polaryzacyjng spektro-
skopi¢ fluorescencyjng i taki schemat byt stosowany w literaturze do opisu oraz analizy
danych doswiadczalnych uzyskiwanych z pomiaréw mikrospektrosopowych, z jednocze-
snym wysoko aperturowym wzbudzaniem i detekcja $wiatla fluorescencji.

Prawidtowy opis polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej mozna uzy-
skaé przez wysumowanie (scatkowanie) wzoru (3.1) po wszystkich kierunkach pola-
ryzacji $wiatta wzbudzajacego i $wiatta emitowanej fluorescencji z rozktadéw stoz-
kowych w ognisku, odpowiednio korespondujacych do wybranych przez polaryzator
i analizator jednorodnych liniowych polaryzacji obu wigzek $wiatta w uktadzie labo-
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ratoryjnym, a takze odpowiednio korespondujacych do apertury numerycznej soczew-
ki obiektywowej (obiektywu mikroskopowego) [28], [60].

Laser ZL

/

Prébka

Rys. 3.5. Wzbudzanie i detekcja fluorescencji z wykorzystaniem soczewek obiektywowych
o duzych aperturach numerycznych
Fig. 3.5. Excitation and detection of fluorescence with the application
of high-aperture objective lenses

Na rysunku 3.5 przedstawiamy ogdlny przypadek polaryzacyjnej spektroskopii
fluorescencyjnej, w ktérym wiazka laserowa swiatlta wzbudzajacego, poszerzona przez
uktad soczewek S1 i S2, jest polaryzowana przez polaryzator P, a nastgpnie jest sku-
piana przez soczewke obiektywowa SO1 na prébce. W podobny sposéb zbudowany
jest kanat detekcyjny, tj. swiatto fluorescencji emitowanej w prébee jest zbierane do
tego kanatu soczewka obiektywowa SO2, a nastgpnie jest polaryzowane przez anali-
zator A i skupiane soczewka S3 na szczelinie wejsciowej detektora.

Postgpujac zgodnie z procedurami opisanymi w pracach [28] i [60], katy
O, o™y i (9}“, }L)) w funkcjach C,, (0", ¢!") oraz C,, (0}“, }L)) , ktore

wystepuja w réwnaniu (3.2), mozemy zastapi¢ przez katy sferyczne (/26) i (/26))
opisujace orientacje kierunkéw polaryzacji swiatta wzbudzajacego i Swiatla fluore-
scencji w ukladach odniesienia X,YoZy. Kierunki te wybierane sg przez polaryzator

w kanale wzbudzania i przez analizator w kanale detekcji. Wowczas uogdélnione funk-

cje sferyczne Cy, (67, ¢fF) oraz Cy, (65", ¢”) mozemy zastapié przez

q=2

2
Cop P, 0=y ZD;?*(Qg“g{))d;f’(—zz/2)JRs(p0)c2J(n/2,9i) (3.4)

§==2\_q=-2
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2 [ q=2
Cop (07, 0y = Z( > DPUQEHAP (—7:/2)jQ_,,(ov0 )Cy (m12,6,) (3.5

y==2\ q=-2

Dwa zespoly trzech katéw Eulera, tj. QM) i Q™ wystepujace w poprzednich
zaleznosciach i wskazane na rysunku 3.5, definiuja orientacje katowe obu kanatéw
wzgledem laboratoryjnego uktadu odniesienia X, Y;Z;. Doktadniej méwigc, opisujg
one orientacje obu uktadéw odniesienia XoYyZo wzgledem uktadu X;Y,Z;. Funkcje
@)

mn

DY (Q) sa elementami macierzy Wignera, a d

mn

(f) sa elementami zredukowanych
macierzy Wignera rzedu j [53]. Wspélezynniki R,(oy) oraz Qs(ap), parametryzowane
przez katy potdéwkowe obu stozkdw soczewek obiektywowych {rysunek 3.5), dane sa
przez wyrazenia catkowe [28]

Po

2 .
Jd @ (p)sin pdp
R,(p) =2 (3.6)

Isin pdp
0

Gy

[a@@)sincdo
0, (o) =*+— (3.7

Isin odo
0

Wspdtczynniki te odzwierciedlaja unormowang -,,sume¢” we wszystkich tych
orientacjach kierunkéw liniowych polaryzacji swiatta wzbudzajacego i emitowanej
fluorescencji w ogniskach obu soczewek obiektywowych, ktére przyczyniaja si¢ do
wielkosci mierzonego przez detektor (w przestrzeni laboratoryjnej) natgzenia spolary-
zowanego $wiatta fluorescencji. Finalne wyrazenia na oba wspdlczynniki, po oblicze-
niu catek, maja postaé bardzo prostych wyrazen trygonometrycznych

Ry(ay) = Qy (%) =%(c052 o, +cosa) (3.8)

1
R, () =0, (%) =E(coszaf0 +4cosay +7) (3.9)

Réwnania (3.4) i (3.5) maja charakter ogdlny i stosujg si¢ do dowolnego ustawie-
nia geometrii wzbudzania i detekcji fluorescencji. Dla geometrii wzbudzania i detekcji
w przypadku warunkéw odpowiadajacych polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluore-
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scencyjnej (pokazanych na rysunku 3.4 a) otrzymujemy, ze Q%2 = Q€™ = (0, n/2, 0), co

prowadzi do znaczacego uproszczenia wzordw (3.4) i (3.5), tj. [28]

Cop (B, 0) =R (2))C,, ,(712,0,) (3.10)
Cop (057, 03) =0, (,)C,, , (212,0,) (3.11)

Biorac pod uwage zaleznosci (3.8)—(3.11), ze wzoru (3.2) otrzymujemy zaleznosci
opisujace mierzone przez detektor spolaryzowane skladowe natgzen Swiatla fluore-
scencji na warunkach mikrospektroskopywch [28]

I(t, op) = C[Ph(t)-i—-é—(&l(ao) +l)(a'0))W(t)Ph(t)} (3.12)
[ (t, @) = C{Ph(r) —%(3(1(&’0) —b(ao))W(t)Ph(t):I (3.13)
gdzie
a(0y) = Ry ()0, () (3.14)
b(ao) = Ro(ao)Qo(ao) (3.15)

Podane zaleznosci odpowiadaja zwigzkom (2.18) i (2.19) odnoszacym si¢ do przy-
padku spektroskopii tradycyjnej. Zgodnie ze wzorami (3.12) i (3.13), natgzenia spola-
ryzowanych sktadowych $wiatta fluorescencji, w przypadku mikrospektroskopii, zale-
73 od apertury numerycznej obiektywu mikroskopowego (zaleznos¢ od kata op; patrz
wzor (3.1)). Zaleznosci (2.18) 1 (2.19), z jednej strony, oraz zwiazki (3.12) 1 (3.13)
z drugiej strony, wykazuja zasadnicza jakosciowa i ilosciowa réznice migdzy oby-
dwoma opisami polaryzacyjnej spektroskopii fluorescencyjnej.

Natezenie zaniku spolaryzowanego $wiatta fluorescencji, mierzonego przy dowol-
nym kacie detekcji &, mozna zdefiniowaé w sposéb nastgpujacy {28, 29]

1(, 0y, 0) = I(t, ap)cos* 8+ 1,(t, ap)sin’@ (3.16)
7 czego otrzymuje si¢ wzor ogdlny
1, &y, 0)=C(Ph(t)+ K (g, OYW (£) Ph(t) (3.17)

Czynnik K(a, 0) zalezy od potéwkowego kata stozka wzbudzania i detekcji &
oraz od kata detekcji €. Ma on nastgpujaca postac:

K(o,y, 0)= é(3R2(0(0)Q2 (ay)c0s 20+ Ry (0t,) 0, (04)) (3.18)
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Réwnania (3.17) i (3.18) umozliwiaja prawidlowe okreslanie czaséw zaniku flu-
orescencji w przypadku kinetycznej mikrospektroskopii fluorescencyjnej. Zgodnie
z tym o czym wspomnieli$my wczes$niej, badania takie od trzydziestu lat sg realizo-
wane wedlug procedur zapozyczonych z tradycyjnej spektroskopii fluorescencyjnej
i szybkosci zaniku fluorescencji (Srednie czasy zycia fluoroforé6w w stanach wzbu-
dzonych) byly zawsze uzyskiwane z analizy numerycznej histograméw zanikéw
catkowitego natezenia $wiatla fluorescencji I, (z) (réwnanie (2.20)) lub z analizy
histogramu zaniku natgzenia $wiatla fluorescencji Ing(f) mierzonego przy tzw. ma-
gicznym kacie detekcji Gy, = 54,7°. Zgodnie z definicjg (rozumieniem sensu) tego
kata, jest on katem, przy ktérym zanik natezenia $wiatta fluorescencji wynika jedy-
nie z kinetycznej ewolucji stanu wzbudzonego fluoroforéw. Warto tutaj przypo-
mnieé, ze ruch obrotowy fluoroforéw mozna uwazaé za dynamiczny wktad do ki-
netyki zaniku fluorescencji. Cze$é¢ fluoroforéw po fotoselekcji w chwili 1 = 0,
wskutek ruchu obrotowego, moze tak ustawié si¢ w stosunku do plaszczyzny detek-
cji $wiatta fluorescencji, ze emitowane przez nie $wiatlo nie bedzie rejestrowane
przez detektor, natomiast sam fakt wyemitowania przez te fluorofory kwantéw flu-
orescencji pomniejszy liczbg fluoroforéw w stanie wzbudzonym. Efekt ten mozna
nazwa¢ dynamiczng modyfikacja kinetyki zaniku fluorescencji. Matematycznie wa-
runek prawidlowego okreslania kinetyki zaniku fluorescencji oznacza, ze nalezy
wybracé taki kat detekcji &, aby drugi sktadnik we wzorze (3.17) przyjmowal wartos¢
zerowgq [29], czyli

K(%, 0mag) =0 (319)
Z warunku tego otrzymujemy zaleznos¢
ng = i arc cos[— M] (3.19a)
2 3R, ()0, (0g)

ktéra fizycznie oznacza, ze w polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej
kazdej efektywnej aperturze numerycznej obiektywu, NA/n (réwnanie (3.1), odpowia-
da odmienny kat magiczny G,

Odnoszac uzyskany rezultat do problemu zaniku catkowitego natgzenia emitowa-
nego $wiatla, ktéry w wystepuje w mianowniku anizotropii emisji definiowanej wzo-
rem (2.23), w mikrospektroskopii prawidlowa definicja takiego zaniku dana jest za-
leznoscia [29]

1y (s ) =31, (&, 1) =3CPh(t) (3.20)
gdzie Im,(0p, 1) jest zanikiem natgzenia Swiatla fluorescencji mierzonym przy kacie

detekcji Oy, odpowiadajacym konkretnej wartosci NA/n. Z tego powodu prawidto-
wa definicja anizotropii emisji w przypadku mikrospektroskopii ma posta¢ [29]
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I."l(ao‘ f)"[l(a’or)

ay,t)=
ALY, 3 g (G, 1)

(3.21)

Korzystajac z zaleznosci (3.12), (3.13) oraz (3.20), z tego wzoru otrzymujemy:
r(ey, 1) =aleg)r(t) (3.22)

gdzie r(z) jest tradycyjnie definiowang anizotropig emisji (wzoér (2.24)), a a(cp) dane
jest zaleznoscia (3.14).

3.3.1. DYSKUSJA WELASCIWOSCI MODELU MPP

Uzyskane rezultaty odnosza sie¢ do obu przypadkéw polaryzacyjnej mikro/nano-
spektroskopii fluorescencyjnej, wskazanych na rysunku 3.1. Wyprowadzone wcze-
$niej zaleznosci stosuja si¢ bezposrednio do rysunku 3.1a, gdzie zar6wno wzbudzanie
i detekcja swiatta fluorescencji dokonywane sa z uzyciem soczewki obiektywowej
o duzej aperturze numerycznej. Wzory te redukuja si¢ do przypadku wskazanego na
rysunku 3.1b przez zalozenie, ze apertura katowa w kanale wzbudzania jest réwna
zeru. Warto przypomniec, ze przy catkowitym wewnetrznym odbiciu §wiatta na grani-
cy podloze/prébka préobka jest penetrowana przez pole elektryczne w formie liniowo
spolaryzowanego zaburzenia zanikajacego wykladniczo wewnatrz prébki na gigbo-
kos¢ w skali 50-300 nm. Polaryzacja tej fali jest jednorodna i prostopadia do ptasz-
czyzny padania. Dla ¢ = 0 wspétczynnik aperturowy dla wzbudzenia, R,(¢) przyj-
muje wartos¢ Ri(ap = 0) = 1, zgodnie ze wzorem (3.8). Warto takze nadmieni¢, ze
w przypadku granicznym @ — 0, tj. gdy przechodzimy do matych lub zerowych
apertur, R() — 1 oraz Q,(a) — 1 i wszystkie podane wzory stajg si¢ rOwnowazne
korespondujagcym wzorom opisujacym polaryzacyjng spektroskopi¢ fluorescencyjna
w $wietle wiazek réwnoleglych w kanale wzbudzania i w kanale detekcji.

0.8f K'(ame)' b)
0.6~ G
I o R=1, QI
02t R B ‘
0.0 =
02| \0
| g 0.4k : ' ;
N = Lty 80

40 80
0[]

Rys. 3.6. Zaleznos¢ K( g, &) od apertury katowej ¢ obiektywu i od kata detekcji &
Fig. 3.6. The dependence of K(¢cp, &) on angular aperture ¢ and detection angle &
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Na rysunku 3.6 przedstawione sg wykresy K(a, 6) w funkcji kata detekcji 6, dla
wybranych wartosci katéw ag, tj. w porzadku od & = 0° (linia ciagta) do @ = 70°
(linia kropkowana — najnizsza), poprzez wartosci posrednie: ¢y = 20°, 40°, 55°.
Rysunek 3.6(a) odpowiada jednoczesnemu wzbudzaniu i detekcji fluorescencji
przez obiektyw mikroskopowy (R,(&% ) < 11 Q,(c%) < 1), a rysunek 3.6(b) odpo-
wiada przypadkowi przy wzbudzeniu fala zanikajaca wyktadniczo (R, (% ) = 1,
a Q)(a) < 1). Wartosci K(a, 6) dla 8= 0° i 0 = 90° odpowiadaja wartosciom
wspdlczynnikéw wystepujacych w réwnaniach (3.12) i (3.13), w czlonach dyna-
miczno-kinetycznych W(#)Ph(t), tj. wartosciom wielkosci

Ke( ) = §<3a<ao>+b<a0» (3.23)

Ki(a) = —é@a(ao)—b(ao)) (3.24)

Zmiana tych wartosci w funkcji kata oy wskazuje wyrazny wptyw wielkosci aper-
tury soczewki obiektywowej na ewolucje czasowa obu spolaryzowanych zanikéw
nat¢zenia $wiatta fluorescencji. Zmiany punktéw przecigcia krzywych K(og, 6)
w funkcji kata @, z poziomg prosta wskazujaca wartos¢ zerowa K(a, 6), Swiadcza
o zaleznosci kata magicznego O, od apertury numerycznej obiektywu.

Petniejszy obraz wplywu zmian apertury soczewki obiektywowej na ilosciowe
i jakosciowe zmiany danych doswiadczalnych, uzyskiwanych z pomiaréw realizo-
wanych wedtug obu dyskutowanych schematéw uktadéw pomiarowych (rys. 3.1),
pokazany jest na wykresach rysunku 3.7. Obie krzywe pokazane na rysunku 3.7a
przedstawiaja zalezno$¢ wartosci katéw magicznych 6., od apertury katowej &
soczewki obiektywowej. Zostaly one wykreslone ze wzoru (3.19). Linia ciagta od-
powiada ukladowi doswiadczalnemu pokazanemu na rysunku 3.la (R,(a) < 1,
0Q,(0p) < 1), natomiast linia przerywana odnosi si¢ do rysunku 3.1b (R,(c) = 1,
0,(p) < 1). W obu przypadkach wartosci katéw magicznych zawarte sq w granicach
od Gny = 54,7° (dla matych wartosci ) do G, = 45° (dla duzych wartosci ).
Rysunki 3.7b i 3.7c przedstawiajg zaleznos¢ funkcyjna Kn(a) i Ky () od apertury
katowej . Pokazuja one w jak zasadniczy sposdb rozmiar apertury numerycznej
obiektywu mikroskopowego modyfikuje wktad kinetyczno-dynamicznego cztonu
W()Ph(t) w wyrazeniach na mierzone natg¢zenia spolaryzowanych skladowych
emitowanego swiatla fluorescencji In( %) i 1. (%) (réwnania (3.12) i (3.13)).

Przebiegi zmian Gp,,(), Ko(og) oraz K (o) w funkcji kata oy — wskazane na
rysunku 3.7, a szczegdlnie ich poczatkowe wartosci — jasno okreslaja dopuszczal-
ne granice wartosci apertury katowej o, przy ktérych wzory opisujace tradycyjna
polaryzacyjng spektroskopi¢ fluorescencyjna, tj. (a) kinetyke zaniku (zaleznosci
(2.11)—(2.13)) oraz (b) polaryzacj¢ fluorescencji (zaleznosci (2.9) i (2.10) lub
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rownowaznie zaleznosci (2.17) i (2.18)), moga by¢ stosowane w podobnej techni-
ce, ale z wykorzystaniem soczewek obiektywowych (obiektywdéw mikroskopo-
wych).
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Rys. 3.7. Wykresy Ongo(@), K (%) oraz K, () w funkeji
Fig. 3.7. The plots of En.e( ), Ko@) and K, (ap) versus &

Zgodnie z rysunkiem 3.7, w przypadku mikrospektroskopii konfokalnej lub szero-
kopolowej (rysunek 3.1a) apertura katowa 0 nie powinna przekracza¢ wartosci
15-20° w pomiarach kinetycznych oraz nie powinna przekracza¢ wartosci 10-15°
w pomiarach polaryzacyjnych. Natomiast w przypadku mikro/nanospektroskopii we
wzbudzeniach falg zanikajacg wyktadniczo (rysunek 3.1a) kat ¢ nie powinien prze-
kracza¢ wartoéci 20-30° w pomiarach kinetycznych, natomiast w pomiarach polary-
zacyjnych nie powinien on przekracza¢ zakresu wartosci 15-20°.

W celu zademonstrowania wptywu dyskutowanych efektéw, wynikajacych z du-
zych apertur obiektywow mikroskopowych na wyniki pomiarowe uzyskiwane w cza-
sowo-rozdzielcze] polaryzacyjnej micro/nanospektroskopii fluorescencyjnej, na ry-
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Rys. 3.8. Syntetyczne dane konfokalnej polaryzacyjnej mikro/nanospektroskopii fluorescencyjnej
Fig. 3.8. The synthetic data of confocal polarized fluorescence micro/nano-spectroscopy

sunkach 3.8 i 3.9 przedstawiamy dane syntetyczne zanikéw spolaryzowanych
I.(t, ) 1 1,(¢, ), zaniku mierzonego przy prawdziwej wartosci kata magicznego
Img( 0%, t) oraz zaniki syntetyczne zrekonstruowane dla obu skrajnych mozliwych
warto$ci katéw magicznych 54,7° i 45°, tj. Isy5(7) oraz I,5(f). Dane syntetyczne zostaty
wygenerowane przez numeryczne obliczenie splotow (wzor (2.3)) funkcji modelo-
wych (przy wzbudzeniu impulsem typu delta-Diraca) In(t, ), 1.(t, @), lma( . 1),
Iss7(f) oraz Lis(t) z, danych wzorami (3.17) i (3.18) (przyjmujace stosowne wartosci
kata @), z do$wiadczalnie uzyskanym histogramem ksztattu impulsu laserowego (600
kanatéw; szerokos¢ kanatu 5 ps). W obliczeniach, dla uproszczenia problemu, zatozy-
liSmy jednowyktadnicze modele dla zaniku kinetyki Ph(f) oraz dla dynamiki ruchu
obrotowego W(r), przyjmujac jednoczesnie, ze 7z = 7 = 2,5 ns.

Wszystkie zaniki zostaly unormowane wzgledem maksymalnej wartosci kores-
pondujacego zaniku I-(z, ¢). Przebiegi czasowe pokazane na rysunkach 3.8(a)-3.8(c),
dla ¢ = 20°, 45°, 60°, odnosza si¢ do przypadku jednoczesnego wzbudzania i detekcji
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$wiatla fluorescencji z uzyciem obiektywu mikroskopowego (rys. 3.1a). Natomiast
wykresy przedstawione na rysunkach 3.9c¢, d, uzyskane dla &, = 30°, 45°, 70°, dotycza
przypadku we wzbudzeniach falg zanikajaca wyktadniczo (rys. 3.1b).
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Rys. 3.9. Syntetyczne dane czasowo-rozdzielczej polaryzacyjnej
mikro/nanospektroskopii fluorescencyjnej przy wzbudzeniach falg zanikajaca wykladniczo
Fig. 3.9. The synthetic data of polarized fluorescence micro/nano-spectroscopy
at evanescent-wave excitation

Wykresy przedstawione na rysunkach 3.8 i 3.9 demonstruja, ze w zaleznosci od
apertury katowej a, kinetyczne zaniki natgzenia swiatta fluorescencji moga by¢ bli-
skie zanikom /s44(f), moga by¢ zawarte pomig¢dzy zanikami Is44(7) oraz 1,5(f), a takze
moga by¢ bliskie zanikowi Iss7(t). W pierwszym przypadku wystepuje to w matych
aperturach numerycznych soczewek obicktywowych, dla ktérych apertury katowe
nie przekraczaja kata 20° w przypadku mikrospektroskopii konfokalnej i szerokopo-
lowej (rys. 3.8(a)) lub nie przekraczaja kata 30° w przypadku wzbudzen fala zanikajg-
ca wyktadniczo (rys. 3.9(a)). W tych przypadkach kinetyka zaniku fluorescencji
w dobrym przyblizeniu moze by¢ badana przy kacie detekcji 54,7° lub z analizy zani-
ku danego wzorem (2.20). W drugim skrajnym przypadku, dla bardzo duzych apertur
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katowych, kinetyczne zaniki natgZenia swiatta fluorescencji sa bardzo bliskie zanikom
mierzonym przy kacie detekcji 45°. W przypadku mikrospektroskopii konfokalnej
1 szerokopolowej (rys. 3.8(c)) kat ¢ nie moze by¢ mniejszy niz 60°, natomiast w przy-
padku wzbudzen falg zanikajaca wykladniczo kat ten nie powinien by¢ mniejszy od
wartosci 70° (rys. 3.9(c)).

Wykresy spolaryzowanych zanikow I, o) oraz I,(t, &), pokazane na rysunkach
3.8 1 3.9, wyraznie wykazujg wplyw wielkosci apertur numerycznych obiektywdéw
mikroskopowych na depolaryzacj¢ fluorescencji. Wida¢ wyraznie, ze ze wzrostem
wartosci kata o maleje odstep miedzy zanikami I-(¢, ) oraz I,(¢, ). Poniewaz za-
niki syntetyczne pokazane na obu rysunkach zostaly unormowane do maksymalnej
wartodci zaniku Io(f, ), wspomniany tutaj efekt przejawia si¢ wzrostem wartosci
natezenia sktadowej prostopadtej 1,(t, o). Efekt wzrostu depolaryzacji fluorescenciji,
czyli wigksze pomniejszanie si¢ odstgpu pomigdzy zanikami obu spolaryzowanych
sktadowych, jest mocniejszy w przypadku mikrospektroskopii konfokalnej i szeroko-
polowej (rys. 3.8), poniewaz obicktyw mikroskopowy jest wykorzystywany w torze
wzbudzania i w torze detekcji swiatta fluorescencji. Efekt ten jest mniejszy (ale zde-
cydowanie istotny) w przypadku podobnych eksperymentéw we wzbudzaniu falg za-
nikajaca wyktadniczo (rys. 3.9). Wynika to stad, ze jedynie $wiatlo rejestrowanej flu-
orescencji przechodzi przez obiektyw mikroskopowy.

Réznica efektéw depolaryzacyjnych w obu rodzajach pomiaréw jest wyraznie od-
zwierciedlona na rysunku 3.10(a), na ktérym przedstawione sa histogramy zanikéw
anizotropii emisji #(¢, &), zrekonstruowane z syntetycznych zanikéw obu sktadowych
spolaryzowanych, obliczonych dla bardzo powszechnego przypadku do$wiadczalne-
g0, tj. w aperturze katowej ¢ = 60°. Dwa gérne zaniki anizotropii emisji (linia ciagta
i linia przerywana) odpowiadajq przypadkowi wzbudzen falg zanikajaca wyktadniczo,
natomiast podobne dwa dolne zaniki odpowiadaja przypadkowi, gdy w obu kanatach
(wzbudzania i detekeji) $wiatto przechodzi przez obiektyw mikroskopowy. Linie prze-
rywane na rysunku 3.10(a) reprezentujg zaniki r(¢, &) wyliczone ze wzoru (2.23),
z mianownikiem (opisujacym zanik catkowitego natezenia $wiatta fluorescenciji, /i, (1))
defilowanym w sposéb tradycyjny, tj. wedtug wzoru (2.20) lub z wykorzystaniem
wzoru (2.22) (oba podejscia sg sobie rdwnowazne 1 jednakowo niewlasciwe dla wa-
runkéw mikrospektroskopowych). Linie ciggle pokazane na tym samym rysunku
przedstawiaja histogramy anizotropii emisji, wyliczone z prawidfowo zdefiniowanym
mianownikiem, (@, ), danym réwnaniem (3.20). Histogramy pokazane liniami
przerywanymi wygladaja tak, jakby ewolucja anizotropii emisji byla co najmniej
dwuwykladni, z dodatkowym zanikiem o krétszym czasie zaniku. Jest to artefakt do-
$wiadczalny, wynikajacy z adaptowania do mikrospektroskopii metod pomiarowych
oraz opisdw tych doswiadczen, wywodzacych si¢ z tradycyjnej spektroskopii polary-
zacyjnej z rownoleglymi wiazkami $wiatta. Histogramy pokazane liniami ciaglymi
reprezentuja jednowykladnicze zaniki anizotropii emisji, prawidlowo zrekonstruowa-
ne dla polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej, i prawidlowo odzwiercie-
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dlajacych liniowy zwiazek (3.23) z histogramami anizotropii emisji r(f), rozumiane;j
w sensie tradycyjnym.
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Rys. 3.10. Zanik w czasic anizotropii cmisji dla typowych badan mikrospektroskopowych
Fig. 3.10. The decay of time-dependent emission anisotropy at typical microspectroscopic conditions

Na rysunkach 3.10(b) i 3.10(c) pokazane sg wykresy poczatkowych wartosci ani-
zotropii emisji, otrzymane z zaleznosci (3.22), dla dwéch skrajnych przypadkéw wza-
jemnej orientacji migdzy absorpcyjnym i emisyjnym momentem przejscia elektronowe-
go. Rysunek 3.10(b) dotyczy przypadku, gdy oba kierunki sa wzajemnie réwnolegtle,
a rysunek 3.10(c) przypadku, gdy sa one wzgledem siebie prostopadte. Rysunki te po-
kazuja efekt pomniejszania wartosci poczatkowych anizotropii emisji w funkcji wiel-
kosci apertury katowej obiektywu ¢g. Odnosza si¢ one do obu dyskutowanych technik
doswiadczalnych, tj. krzywe ciagle odnoszg si¢ do przypadku, gdy przez obiektyw
przechodzi $wiatlo wzbudzajace i $wiatto fluorescencji, natomiast krzywe przerywane
odnosza si¢ do przypadku wzbudzen falg zanikajaca wykltadniczo.

Dyskutujac transformacje swiatla spolaryzowanego liniowo migdzy przestrzenia
laboratoryjna i przestrzenia ogniska soczewki obiektywowej, rozwazaliSmy jednorod-
ng (jednokierunkowa) liniowa polaryzacj¢ rownoleglej wiazki $wiatlta w przestrzeni
laboratoryjnej oraz rozktad stozkowy kierunkéw liniowej polaryzacji poszczegdlnych
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promieni w przestrzeni ogniska. Zgodnie z tym co stwierdziliSmy na poczatku tego
rozdziatu i co pokazuje rysunek 3.3b, te¢ sama dyskusje moglibysmy przeprowadzié¢
przez rozwazenie transformacji sktadowych kartezjanskich liniowej polaryzacji swia-
tta w przestrzeni laboratoryjnej i w przestrzeni ogniska, dla $wiatta wzbudzajacego
i dla $wiatta fluorescencji emitowanego w ognisku i rejestrowanego w przestrzeni
laboratoryjnej. W ujeciu fizycznym oba podejscia sa sobie catkowicie réwnowazne.
W ujeciu matematycznym jedyna zmiana, jaka bylaby wymagana w tym ujeciu pro-
blemu, to zastapienie w réwnaniach (3.12) i (3.13) wielkosci a(a) i b(ap) przez po-
dobne, ale wyrazone przez trzy kartezjanskie sktadowe natgzenia $wiatla wzbudzaja-
cego i trzy sktadowe nat¢zenia $wiatla fluorescencji, zdefiniowane w ukladzie
odniesienia w $rodku ogniska (rys. 3.3b). Poniewaz sktadowe kartezjanskie obu natg-
Zen zawsze mozna unormowad, tak aby ich suma byta réwna jednosci, nowe wzory na
wielkosci a(ap) 1 b(ap) bylyby wyrazone przez dwie pary sktadowych kartezjanskich
obu natezen $wiatla.

3.3.2. POROWNANIE METODY MPP Z DANYMI DOSWIADCZALNYMI
NA PODSTAWIE LITERATURY

Trudnosci z petnym (prawidlowym) opisem efektéw depolaryzacji fluorescencji
w mikroskopii fluorescencyjnej byty wspominane w wielu pracach, i to w zasadzie od
samego poczatku uzywania tej techniki. Niektérzy autorzy w swoich pracach nie ko-
mentowali nawet problemu ewidentnie pomniejszonych poczatkowych wartosci ani-
zotropii emisji, choé¢ efekt byl znaczacy i byt wyraznie widoczny na histogramach
zrekonstruowanych zanikéw anizotropii emisji. W wielu publikacjach (a wlasciwie we
wszystkich), poswieconych obrazowaniu rozktadu czaséw zycia fluorescencji w préb-
kach uzyskanych technikg FLIM, autorzy obserwowali dwuwykladnicze zaniki fluore-
scencji nawet wtedy, gdy do materiatéw wprowadzali sondy fluorescencyjne charakte-
ryzujace si¢ jednowykladniczym zanikiem natezenia $wiatta fluorescencji, obser-
wowane w pomiarach tradycyjnych. Takze i w tym przypadku problemu tego nie ko-
mentowali. :

W zasadzie pierwszymi autorami, ktérzy juz w 1991 r. otwarcie skomentowali
problemy pojawiajace si¢ w mikrospektroskopii fluorescencyjne;j, byli Keating i Wen-
sel [61]. Problemy te zauwazyli, opisujac swoje pionierskie badania do$wiadczalne
nanosekundowej polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej pojedynczych
komoérek barwionych fluoroforem Fura-2. Zauwazyli oni, ze, zmieniajac obiektyw
mikroskopowy o aperturze numerycznej NA = 0,85 na obiektyw o aperturze NA = 1,3,
poczatkowa warto$¢ zrekonstruowanego histogramu zaniku anizotropii emisji po-
mniejszyta si¢ 0 14-25%. Wyniki doswiadczalne przedstawione w tej pracy charakte-
ryzuja si¢ bardzo duza wiarygodnoscia. Keating i Wensel [61] bardzo szczegétowo
przedyskutowali, a nastgpnie zastosowali do swoich danych pomiarowych, korekcje
zmierzonych sktadowych spolaryzowanej fluorescencji ze wzgledu na mozliwe arte-
fakty pomiarowe wynikajace z réznej czulosci detektora na inne kierunki liniowej
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polaryzacji mierzonego natezenia $wiatla fluorescencji. Innymi stowy, wyniki pomia-
rowe dyskutowane w pracy [61] sa wynikami bardzo wiarygodnymi i zostaly przez
nas wykorzystane do zweryfikowania opisu MPP mikrospektroskopii fluorescencyjne;j
z jednoczesnym przechodzeniem przez obiektyw $wiatta wzbudzajacego i spolaryzo-
wanego $wiatta emitowanej fluorescencji (rys. 3.1a) [29].

Biorac pod uwage obie amplitudy, B, i f,, dwuwykladniczego zaniku anizotropii
emisji fluoroforu Fura-2 w zawiesinie komérek, uzyskanych z tradycyjnych czasowo-
rozdzielczych pomiaréw spolaryzowanej fluorescencji, (tab. 2) wyliczyliSmy poczat-
kowa warto$¢ anizotropii emisji Fura-2, tj. r(t = 0) = f; + £, = 0,4. Z drugiej strony
z wykresu histogramu r(#) dla Fura-2 w komérkach, ale uzyskanych pomiaréw mikro-
skopowych (NA/n = 0,884; stad o = 62°) odczytaliSmy warto$¢ poczatkowa anizo-
tropii emisji r(¢ = 0, qp = 62°) 0 0,25. W nastepnym kroku ze wzoru na r(t = 0, op), ale
ze zle (literaturowym) zdefiniowanym mianownikiem dla anizotropii emisji
w warunkach mikroskopowych, wyliczyliSmy przewidywana przez opis MPP wartos¢
r(t =0, ap = 62°) 0 0,253. Wartos¢ ta wysmienicie zgadza si¢ z wartoscig doswiad-
czalng uzyskana przez Keating and Wensela [61]. Innymi stowy, poczatkowa wartos¢
anizotropii emisji 0,4 uzyskana z pomiaréw tradycyjnych redukuje si¢ do wartosci
okoto 0,25 w pomiarach mikroskopowych przy aperturze katowej ¢ = 62°.

Druga publikacja, z 1995 r. [62], charakteryzuje si¢ tym, ze w pomiarach mikro-
skopowych przed samym detektorem zostal umieszczony depolaryzator, depolaryzu-
jacy $wiatlo fluorescencji. Powoduje to, ze obie skladowe spolaryzowanej fluorescen-
cji mierzone sg przy identycznej czutosci uktadu detekcyjnego na kierunek polaryzacji
$wiatta. W pracy [62] opisane s pomiary anizotropii emisji fluoroforu p-terefenyl
w parafinie metoda mikroskopowa przy NA/n = 0,856; stad a = 59°. Autorzy pracy
[62] uzyskali r(z = 0, o = 59°) O 0,26. Wartos¢ poczatkowa anizotropii emisji p-
terefenylu, uzyskiwana z pomiaréw tradycyjnych, wynosi 0,4. Takze i w tym przy-
padku widaé znaczacy efekt pomniejszania poczatkowych wartosei anizotropii emisji
wskutek uzywania obiektywu mikroskopowego. Robiac podobne obliczenia z wyko-
rzystaniem opisu MPP, uzyskalismy r(r = 0, ¢ = 59°) O 0,262. Jest to nastgpny przy-
kiad na uzyskiwanie teoretycznych poczatkowych wartosci anizotropii emisji, wy-
Smienicie zgadzajacych si¢ z danymi doswiadczalnymi.

Na bazie tych dwoch przyktadéw mozemy zatem przypuszczaé, ze metoda MPP opisu
badan mikrospektroskopowych, bazujaca na podstawach optyki geometrycznej, jest wy-
starczajaco doktadnym ujeciem teoretycznym tej techniki spektroskopowej [29, 30].

3.4. OPIS MIKROSPEKTROSKOPII FLUORESCENCYJINEJ
W DYFRAKCYJINYM UJECIU OGNISKOWANIA SWIATEA WZBUDZAJACEGO

W poprzednim rozdziale pracy rozwazyliSmy problem czasowo-rozdzielczej spek-
troskopii fluorescencyjnej w $wietle spolaryzowanym z wykorzystaniem soczewek
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obiektywowych o duzych aperturach numerycznych, korzystajac z optyki geome-
trycznej. Starali$my si¢ przedstawic ten problem w dos¢ systematyczny sposéb, de-
monstrujac kilka efektéw, ktére nie pojawiaja si¢ w tradycyjnej spektroskopii fluore-
scencyjnej, gdzie spolaryzowane $wiatlo wzbudzajace fluorescencj¢ oraz Swiatto
fluorescencji docierajace do detektora sa w postaci réwnolegltych (lub prawie réwno-
legtych) wiazek swiatla.

Zastosowanie optyki geometrycznej do opisu detekcji nat¢zenia spolaryzowanego
$wiatla fluorescencji, mierzonego z duzego kata brytowego, jest uzasadnione, gdyz
fluorescencja jest emisjg spontaniczna. Inaczej wyglada problem wzbudzen fluore-
scencji ze $wiatlem laserowym, skupianym na prébce soczewka obiektywowa o duzej
aperturze numerycznej, gdyz $wiatlo laserowe jest Swiattem spéjnym. W tym roz-
dziale rozpatrzymy identyczny problem, jaki wystapit w poprzednim rozdziale, z tg
réznica, ze teraz proces wzbudzania fluorescencji opiszemy z wykorzystaniem optyki
falowej, tj. z wykorzystaniem dyfrakcyjnego opisu skupiania $wiatta. Dyskusj¢ ogra-
niczymy jednak do wykazania, Ze wzory opisujace mikro/nanospektroskopig fluore-
scencyjng, uwzgledniajace dyfrakcyjny opis skupiania $§wiatta wzbudzajacego, maja
identyczna postaé z tym otrzymanym w poprzednim rozdziale, gdzie skupianie Swiatfa
wzbudzajacego bylto opisane w jezyku optyki geometrycznej. W nastgpnym rozdziale
pracy wykazemy, ze oba opisy skupiania swiatla, jezeli idzie o efekty polaryzacyjne,
s opisami rOwnowaznymi w sensie ilosciowym dla typowych warunkéw mikrospek-
trosopowych. Tak wiec dyskusja podstawowych wlasciwosci polaryzacyjnej mi-
kro/nanospektroskopii fluorescencyjnej, przedstawiona w poprzednim rozdziale, nie
wymaga zadnych zmian czy uzupetnien dla przypadku dyskutowanego w tym roz-
dziale.

Rys. 3.11. Rozklad pola elektromagnetycznego w ognisku soczewki obicktywowej
Fig. 3.11. Electromagnetic field distribution at the focus of an objective lens

Dyfrakcyjny opis skupiania §wiatta przez soczewke o dowolnej aperturze nume-
rycznej byt dyskutowany juz w latach 1919-1920 przez Ignatowskiego [63, 64],
a glebszy opis tego problemu (wiaczajac numeryczne badania rozktadu energii pola
elektromagnetycznego w ognisku) zostat przedstawiony przez Richardsa i Wolfa [31],
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z wykorzystaniem pewnych niezbednych rezultatéw opisanych w pracy Wolfa [65].
Richards i Wolf [31] rozwazyli dyfrakcje réwnolegle] wiazki $wiatlta o jednorodnej
polaryzacji liniowej, zaprezentowanej na rysunku 3.11 przez wektor jednostkowy é,
na idealnej soczewce obiektywowej wolnej od aberracji sferycznej. Przeprowadzajac
do$¢ skomplikowane rozwazania teoretyczne, Richards i Wolf [31] otrzymali wyraze-
nia na kartezjanskie sktadowe wektorowego pola elektromagnetycznego dla dowolne-
go punktu ogniska. Poniewaz w spektroskopii fluorescencyjnej probkowane sg mo-
menty przej$é elektronowych, w przyblizeniu elektrycznym dipolowym (dotyczy to
zaréwno absorpcji $wiatla, jak i emisji swiatta fluorescencji), rozwazania ograniczymy
jedynie do sktadowych pola elektrycznego.

Na rysunku 3.11 przedstawiamy (w powigkszeniu) obszar ogniska $wiatla wzbu-
dzajacego fluorescencjg, otrzymywany w procesie skupiania liniowo spolaryzowanej
réwnoleglej wiazki $wiatla przez soczewka obiektywowa o aperturze katowej &, tak
jak to pokazano na rysunku 3.3b). Kazdemu punktowi w przestrzeni ogniska, o wspot-
rzgdnych sferycznych (7, 8, @), Richards i Wolf [31] przyporzadkowali odpowiednie

sktadowe kartezjanskie natezenia pola elektrycznego oraz pola magnetycznego.
Wprowadzajac zmienne

u = krcos@sin® a, =kzsin2a'0 (3.25)

v=krsin@sina, = ky(x* + y*) sin g (3.26)

sktadowe kartezjanskie pola elektrycznego opisane sg przez nastgpujace zaleznosci:

e (u,v, ) Qill;(u,v)+1,(u,v)cos2¢] (3.27)
ey(u,v, @)Oil,(u, v)sin2¢ (3.28)
e, (u,v, ) 021 (u,v)cos @ (3.29)

Funkcje Io(u, v), I,(u, v) oraz I(u, v) sa trzema catkami po kacie 8 w granicach od
0 do o, zawierajacymi funkcje Bessela pierwszego rodzaju Jo, J, 1 Jz, 4.

Iy(u,v)= J}/cosf) sinf(1+cosé)J, ( Smajexp(u.wfse]dﬁ (3.29a)
sin ¢,

o sin” &,

1,(u,v) = j\/cosesm 01( Sme] [”_‘Cfse]da (3.30)

sin g, sin“ ¢,

I@u,v)= j«/cos@smﬁ(l cos@)J, [ ng Xp(zucosﬁjde 3.3D
sin

o sing,
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W podobny sposéb opisywane sg sktadowe natgzenia pola magnetycznego. Nalezy
podkresli¢, cytujac stowa Richardsa i Wolfa [31], ze wzory (3.27)~3.29) sa identyczne ze
wzorami otrzymanymi przez Ignatowskiego [63, 64] w latach 1919-1920. Wzory te poka-
zuja, ze kartezjanskie skfadowe pola elektrycznego (i takze pola magnetycznego — wzory
podane sa w pracy [31]) sa we wzajemnej zaleznosci fazowej. Zaleznos¢ fazowa pomig-
dzy tymi sktadowymi zmienia si¢ od punktu do punktu w obszarze ogniska.

Bez zadnych obliczeft numerycznych, jak to pokazali Richards i Wolf [31], pro-
blem polaryzacji pola elektromagnetycznego mozna rozwazy¢ jedynie w plaszczyznie
ogniskowej, tj. w plaszczyznie XY (dla Z = 0, tj. dla u = 0). W tym przypadku funkcje
I(u = 0, v), [1(u =0, v) oraz I,(u = 0, v) sa funkcjami rzeczywistymi. Wéwczas, anali-
zujac sktadowe pola elektrycznego (3.27)-(3.29) w sensie zaleznosci fazowych, wnio-
ski, do jakich doszli Richards i Wolf [31], mozna przedstawi¢ w sposéb pokazany na
rysunku 3.12. Zgodnie z tym rysunkiem, w plaszczyznie ogniskowej pole elektryczne
ma polaryzacje liniowa (LP) o kierunku osi X, dla kazdego punktu na osi Y. Oddalajac
si¢ od ptaszczyzny YZ (w dét lub w gére; zwigkszamy odlegto$¢ | 7| od centrum ogni-
ska), pole elektryczne zaczyna mieé takze niezerowsg sktadows wzdtuz osi Z i obie
sktadowe sa w zaleznosci fazowej, prowadzacej do eliptycznej polaryzacji Swiatta
(EP) w tych punktach. Osie krétkie elips polaryzacji pola elektrycznego sa réwnole-
gle do osi Z, natomiast osie dlugie tych elips moga tworzy¢ niezerowe katy z osig X.
Wartosci tych katow zaleza od wyboru punktu w plaszczyznie XY. Dla punktu A os
dluga elipsy jest réwnolegta do osi X, natomiast dla punktu B kat ten jest niezerowy.
Tangens kata nachylenia elipsy polaryzacji mozna obliczy¢ ze wzoru podanego przez
Richardsa i Wolfa [31]:

I,(u=0,v)sin2¢
I,(u=0,v)+1,(u=0,v)cos2¢

tgx(u=0,v)= (3.32)

X,
\ ‘/—'T, M

),B

[ X

Rys. 3.12. Polaryzacja pola elektrycznego w plaszczyZnie ogniskowej (Z = 0)
Fig. 3.12. The electric field polarization in the focal plane (Z = 0)
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Zwicgkszajac jeszcze bardziej odlegtos¢ od centrum ogniska, mozemy dojs$é do sy-
tuacji, gdy polaryzacja pola elektrycznego (a zwlaszcza pola elektromagnetycznego,
biorac pod uwage takze pole magnetyczne) jest kotowa (PK), jak pokazano to na ry-
sunku 3.12 dla punktéw D i C. Problem zilustrowania polaryzacji pola elektrycznego
w plaszczyznie ogniskowej, wedtug wnioskéw matematycznych wskazanych przez
Richardsa 1 Wolfa [31], byt dyskutowany takze przez Axelroda {66] bez rozwazenia
(czy skomentowania) ogdlnego problemu stanu polaryzacji pola elektromagnetyczne-
go w dowolnym miejscu w obszarze ogniska.

Nie ograniczajac dyskusji stanu polaryzacji swiatta w ognisku jedynie do ptasz-
czyzny ogniskowej XY (Z = 0), gdyz jest to jedynie nieskonczenie cienki wycinek
(,,plaster”) ogniska, ogdlny stan polaryzacji pola elektromagnetycznego w ognisku
nalezy okresli¢ jako elipsoidalny [30], gdyz ogdlnie w kazdym punkcie ogniska
wszystkie trzy sktadowe kartezjanskie tego pola sa niezerowe i sq one we wzajemne;j
zaleznosci fazowej. Dlugosci tych sktadowych oraz fazowe zalezno$ci pomigdzy nimi
sa inne w rdéznych punktach ogniska. Dla pola elektromagnetycznego w punktach
lezacych wzdluz osi optycznej uktadu (0$ Z) oraz w obszarze bliskim tej osi polaryza-
cja pola bedzie liniowa (o kierunku polaryzacji wzdtuz osi X). Im dalej od osi optycz-
nej (w kierunku do niej prostopadtym), tym wigkszy jest wktad polaryzacji wzdluz
dwéch pozostatych osi uktadu odniesienia. Poza przypadkiem samej plaszczyzny
ogniskowej (ktéra jest jedynie fragmentem niewielkiego obszaru ogniska), dla ktérej
wzory (3.27)—(3.29) znaczaco sie redukujg, przeprowadzenie podobnej analizy dla
reszty obszaru ogniska nie jest mozliwe bez obliczen numerycznych. To co mozna
powiedzieé, bez ryzyka popetnienia bledu myslowego, to ze rozktad pola elektroma-
gnetycznego w ognisku jest mocno niejednorodny oraz ze ogdlny stan polaryzacji pola
elektromagnetycznego jest elipsoidalny. Ten ogdlny stan polaryzacji redukuje si¢ do
polaryzacji liniowej, eliptycznej lub kotowej w zalezno$ci od wybranego miejsca
w ognisku oraz od sposobu wybrania ptaszczyzny rzutu pola elektromagnetycznego [30].

Nasza praca [30] jest, chyba, pierwsza publikacja, w ktérej uzyty zostat termin
elipsoidalnego stanu polaryzacji pola elektromagnetycznego. Przy odpowiednio du-
zych aperturach numerycznych soczewek obiektywowych w pewnych obszarach ogni-
ska, teoretycznie, stan polaryzacji moze by¢ nawet sferyczny. To do czego jesteSmy
przyzwyczajeni, jako do tzw. ogdlnego stanu polaryzacji swiatla, to polaryzacja elip-
tyczna. Nalezy jednak pamigtaé, ze podczas dyskutowania takiego przypadku, rozwa-
zania ograniczone sa do réwnoleglych wiazek $wiatta i fal ptaskich. W przestrzeni
plaskich frontéw falowych ogdlny stan polaryzacji pola jest ograniczony do dwdéch
wymiaréw, tj. do plaszczyzny prostopadlej do kierunku rozchodzenia sig¢ tego pola.
Z tego powodu rzeczywiscie ogélnym stanem polaryzacji $wiatta jest polaryzacja
eliptyczna. W przestrzeni ogniska soczewek obiektywowych (obiektywdw mikrosko-
powych) o duzych aperturach numerycznych fronty falowe nie sa plaskie. Dla socze-
wek idealnych, wolnych od aberracji sferycznej, czola fal s kuliste i fala elektroma-
gnetyczna rozchodzi si¢ wzdtuz trzech osi ukladu odniesienia zaczepionego
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w centrum ogniska. Tak wigc wymiarowos¢ przestrzenna stanu polaryzacji pola elek-
tromagnetycznego zalezy od tego czy dyskutujemy przestrzen ptaskich frontéw falo-
wych, czy przestrzen sferycznych frontéw falowych. Réznica jest zasadnicza.

Stan polaryzacji oraz wymiarowos$¢ przestrzenna pola elektromagnetycznego
w dowolnym punkcie ogniska ma istotne znaczenie w spektroskopii optycznej. W przy-
padku spektroskopii fluorescencyjnej we wzbudzeniach jednofotonowych i absorberéw
liniowych (liniowe oscylatory absorpcji) zaleznosci fazowe migdzy skladowymi kar-
tezjanskimi pola elektrycznego w danym punkcie ogniska nie maja znaczenia, gdyz
liniowe oscylatory absorpcji nie sa czule na te zaleznosci fazowe. Wazne sa jedynie
amplitudy trzech kartezjanskich sktadowych pola elektrycznego. W przypadku flu-
oroforéw chiralnych, ktérych oscylatory absorpcji sa kotowe (lewo- lub prawoskret-
ne), prawdopodobienstwo wzbudzenia takiego fluoroforu bedzie zalezalo od tego czy
znajduje si¢ on w takim miejscu ogniska, w ktérym istnieje plaszczyzna rzutu pola
elektromagnetycznego, w ktérej rzut tego pola ma polaryzacj¢ kotowa o odpowiednie;j
skretnosci [30]. W przypadku spektroskopii fluorescencyjnej we wzbudzeniach,
szczegbnie wielofotonowych, wymiarowo$¢ pola elektrycznego oraz stan jego polary-
zacji ma znaczenie bardzo istotne. Proces absorpcji wielofotonowej opisywany jest
przez tensor absorpcji drugiego rzedu dla wzbudzen dwufotonowych, trzeciego rzedu
dla wzbudzen tréjfotonowych oraz czwartego rzedu dla wzbudzen czterofotonowych.
W zaleznosci od wymiarowosci pola elektrycznego i w zaleznosci od réznic fazowych
migdzy jego sktadowymi prébkowane sa inne kombinacje liniowe elementéw tych
tensoréw. Ten sam problem dotyczy technik rozproszeniowych (rozpraszanie rama-
nowskie lub generacja wyzszych harmonicznych $wiatta). Innymi stowy, dyskutujac
molekularng spektroskopie optyczna dowolnego rodzaju we wzbudzeniach $wiattem
ogniskowanym przez soczewka o odpowiednio duzej aperturze numerycznej, nalezy
moéwié o spektroskopii w $wietle elipsoidalnie spolaryzowanym i nalezy bra¢ pod
uwage zmiang tego tréjwymiarowego stanu polaryzacji pola elektromagnetycznego
w zaleznosci od wyboru punktu w obszarze ogniska. Zgodnie z wiedzq autora tego
opracowania ten aspekt mikrospektroskopii optycznej nigdy nawet nie byt wspomnia-
ny w literaturze, choé jego waga jest bardzo oczywista i w zasadzie wynika z prac
Ignatowskiego [63, 64], opublikowanych prawie 100 lat temu, oraz z pracy Richardsa
i Wolfa [31] opublikowanej 50 lat temu.

Wracamy teraz do problemu opisu mikrospektroskopii fluorescencyjnej liniowych
absorberéw przy dyfrakcyjnym opisie ogniskowania $wiatla. Kazdy punkt ogniska,
jesli idzie o skupione $wiatto wzbudzajace, jest Zzrédlem emitowanej fluorescenciji.
Jesli natomiast idzie o detekcje¢ emitowanego $wiatta fluorescencji, obiektyw mikro-
skopowy jest optycznym integratorem, ,,sumujgcym” emitowane $wiatto fluorescencji
po wszystkich punktach ogniska. Catkujac wyrazenia (3.27)-(3.29) po wszystkich
zmiennych w granicach rozmiaru ogniska, otrzymamy zintegrowane wartosci sktado-

wych pola elektrycznego, tj. e, ¢, oraz ¢,. Skiadowe te pokazane s na rysunku

3.3b) (w inaczej wybranym ukladzie odniesienia nie ma to najmniejszego znaczenia).
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Postgpowanie takie jest uzasadnione tym, ze liniowe oscylatory absorpcji nie sa czule
na zalezno$ci fazowe miedzy kartezjanskimi sktadowymi pola elektrycznego. Z war-
tosci tych mozemy obliczy¢é unormowane sktadowe catkowitego nat¢zenia Swiatla
wzbudzajacego, w poczatku uktadu odniesienia w ognisku [28], tzn.

le (0"0) lz

filag) = Zl o)lz, ji=xyz (3.33)

i=x,y,2

gdzie f(a) + fi{ ) + f{w) = 1. Kazda z kartezjanskich sktadowych nat¢zeniowych
jest zrédtem wzbudzanej w ognisku fluorescencji, a obie skladowe spolaryzowanego
swiatta fluorescencji, mierzone w przestrzeni laboratoryjnej, wyrazone sa zalezno-
$ciami [28]:

1n(t,ap) = f (@) (8, 0p) + [, (), o (8, 0) + (@), (2, %) (3.34)
1 ()= fL(ap), [ (tap) + f(ap)l,  (t,.0g) + f ()], (t,ap) (3.35)

W poprzednich wzorach sktadowe réwnolegle i prostopadte emitowanego $wiatta
w ognisku znajdujemy z metody MPP z zatozeniem, ze Swiatto wzbudzajace przybli-
zamy wiazka réwnolegla (tj. R(p) = 1), czyli [28]:

I (tay)=1,,¢0)= C[Ph(t) —%QO (a’O)W(t)Ph(t)] (3.36)
I,o(ta)=1,,0,0)= C[Ph(t) —%(:’»Q2 () — Oy (7, ))W(t)Ph(t):l (3.37)

1
Iotay)=1,,@00)= C[Ph(t) +§(3Q2(a0 )+ Qo(afo))W(t)Ph(t)} (3.38)
Biorac pod uwage podane réwnania, sktadowe spolaryzowanego swiatta emitowa-
nej fluorescencji I(t, ap) i 1.(t, &%), ktérych natgzenia sa mierzone w przestrzeni labo-

ratoryjnej, przyjmuja postac [28]

I(t,a) = C[Ph(r) +é(3a(a0) + b(ao))W(t)Ph(t)} (3.39)

1,(t,ay) = C|:Ph(t) —%(3(1(%) -b(a, ))W(t)Ph(t):' (3.40)

gdzie
a(ay) = (f, () = £, ()0, () (3.41)
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blay) = (f () + [, () = 2 f ()0, () (3.42)

Otrzymane wzory (3.39)~(3.42) w sensie struktury sg identyczne ze wzorami (3.12)-
(3.15) uzyskanymi w modelu MPP. Jedyna réznica mi¢dzy obydwoma zestawami réwnan
polega na odmiennej definicji wspdlczynnikéw opisujacych efekt ogniskowania $wiatta
spolaryzowanego w ujgciu optyki geometrycznej (wzory (3.14), (3.15)) oraz kores-
pondujace wspdltczynniki uzyskane z dyfrakcyjnego opisu ogniskowania $wiatta spolary-
zowanego. Réwnania te stosuja si¢ do obu czasowo-rozdzielczych technik mikro/nano-
spektroskopowych przedstawionych na rysunku 3.1. Poniewaz przedstawiony w tym roz-
dziale model opisujacy mikrospektroskopi¢ fluorescencyjna angazuje teori¢ dyfrakcji
$wiatta na soczewce oraz metodg MPP, model ten nazwiemy DTMPP 29, 30].

Modele MPP i DTMPP sg modelami bardzo odmiennie traktujacymi ognisko so-
czewki obiektywowej. Model MPP traktuje ognisko jako obiekt punktowy. Nie
uwzglednia on rozciaglosci ogniska. Model DTMPP traktuje ognisko jako obszar roz-
ciggly o niejednorodnym rozkladzie natgzenia pola elektromagnetycznego oraz o za-
leznym od wyboru punktu w ognisku stanie polaryzacji pola elektromagnetycznego.
Model MPP jest bardzo prosty w swojej konstrukeji i prowadzi do bardzo prostych
wzordéw opisujacych proces ogniskowania $wiatta wzbudzajacego oraz detekcji swia-
tta fluorescencji z szerokiego kata brytlowego. Matematycznie model ten ogranicza si¢
do dwdch bardzo prostych wyrazen trygonometrycznych (3.8) i (3.9). Prostota mate-
matyczna modelu MPP jest w ewidentnym kontrascie do opisu DTMPP, nawet
z uproszczeniem dla absorberéw liniowych. Model DTMPP wymaga obliczenia trzech
tréjwymiarowych catek (3.29)—(3.31), z trzema funkcjami Bessela pierwszego rodza-
ju. Obliczenie tych calek po kacie 6, w granicach od 0 do ¢ (apertura katowa so-
czewki), nie stanowi problemu, gdyz gérna granicg catkowania wyliczymy z zalezno-
$ci (3.1). Natomiast calkowanie po zmiennych « i v nie jest juz tak oczywiste. Musimy
pamigtaé, ze ognisko obrazowane jest do detektora przez mala Zrenicg (ang. pinhole).
Podczas obliczania catek w tych dwdch zmiennych musimy zastanowié si¢ nad tym,
jaka cze¢$¢ obszaru ogniska jest rzeczywiscie obrazowana do detektora. Nie zawsze
jest to problem az tak trywialny. Jezeli granice catkowania w obu tych zmiennych sg
zle wybrane, wéwczas Zle obliczone wartosci a(ap) oraz b(ap) (wzory (3.41), 3.42))
mogg by¢ przyczyng btednej analizy danych do§wiadczalnych.

Ewidentna prostota modelu MPP i do$¢ skomplikowana procedura obliczeniowa
w modelu DTMPP zachgcaja do ilosciowego poréwnania obu podejsé do mikrospek-
troskopii fluorescencyjnej. Poréwnania tego mozna dokonac na kilka sposobéw.

3.5. UJEDNOLICONY OPIS MIKROSPEKTROSKOPII FLUORESCENCYJNE].
POROWNANIE MODELI MPP I DTMPP

Opisy czasowo-rozdzielczej polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej
uzyskane w modelu MPP i DTMPP mozna przedstawi¢ w formie zunifikowanej. Na-
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tezenie $wiatla mierzone przy dowolnym kacie detekcji i dla dowolnej apertury nume-
rycznej obiektywu mikroskopowego ma postaé¢ réwnania (3.17), niezaleznie od tego
czy rozwazamy opis MPP czy DTMPP [30]. Réwnanie to opisuje przypadki doswiad-
czalne wskazane na rysunku 3.1. Przyjmujac w réwnaniu (3.17) wartosci kata detek-
cji = 0° oraz 8= 90°, otrzymujemy wzory na dwie spolaryzowane skltadowe mierzo-
nego natezenia $wiatta fluorescenciji, tj.

I5(t,0p) = C[Ph(t) + Ky () Ph(t)W ()] (3.43)
1,(t,00) = C[Ph(t) + K, (cty) Ph(t)W ()] (3.44)

Korzystajac ze wzoru (3.16), znajdujemy ogdlng postaé czynnika K(¢, ) [30]
K(a,,0)=1K(ay) — K, (@y)]cos® O+ K (&) (3.45)

ktory po podstawieniu do wzoru (3.17), powoduje, ze wzér ten ma charakter ogdlny
i stosuje si¢ zaréwno do opisu MPP, jak i do opisu DTMPP. Korzystajac z warunku na
warto$¢ kata magicznego dla dowolnej apertury katowej &, tj. ze wzoru (3.19), znaj-
dujemy ogdlng zaleznosé

O, = ATC COS J— K, (@) (3.46)
) KD(a'o)"K_L(ao)

W podanych zaleznosciach modele MPP i DTMPP rozréznia si¢ wspétczynnikami
a(a) oraz b(g), ktére w obu opisach dane sg odpowiednio wzorami (3.14) i (3.15)
oraz (3.41) 1 (3.42).

3.5.1. EMPIRYCZNA METODA POROWNANIA OPISOW MPP | DTMPP

Metoda, ktéra tutaj zaproponujemy, jest metodg bardzo naturalna, nie wymagajaca
zadnych glebszych rozwazan teoretycznych. Powinna by¢ raczej traktowana przez
doswiadczalnikéw jako sposéb na rutynowe sprawdzanie poprawnosci dziatania apa-
ratury (mikroskopu fluorescencyjnego) czy to zbudowanej w laboratorium, czy tez
zakupionej. Trudno jest sobie wyobrazi¢ swiadome wykonywanie prac badawczych
bez uprzedniego sprawdzenia czy aparatura wykorzystywana w badaniach jest zré-
dtem poprawnych informacji. Zastanawiajace jest to, ze metoda nie zostata zauwazona
przez wiele tysigcy doswiadczalnikédw pracujacych w okresie ostatnich 20-30 lat
w obszarze czasowo-rozdzielczej mikrospektroskopii fluorescencyjnej. Jak juz wspo-
mnieliSmy wczesniej, trudnosci w zrozumieniu dodatkowych efektéw (optycznych)
pojawiajacych si¢ w pomiarach mikrospektroskopowych byly znane juz od bardzo
dawna.

Istnieje bardzo prosta metoda, czysto empiryczna, nieangazujaca zadnych rozwa-
zan teoretycznych, umozliwiajaca wyswietlenie problemu réznicy informacji o kine-
tycznym zaniku fluorescencji, uzyskiwanym z pomiaréw tradycyjnych (z réwnole-



166

glymi wigzkami $wiatta) oraz uzyskiwanym z pomiaréw mikroskopowych o réznych
aperturach numerycznych obicktywédw mikroskopowych. Obie techniki powinny do-
starczaé te samg informacje na temat charakteru kinetycznego zaniku $wiatta fluore-
scencji, gdyz kinetyczna ewolucja stanu wzbudzonego fluoroforéw nie moze zaleze¢
od sposobu jej obserwacji (zaktadamy tutaj, ze pomiary mikrospektroskopowe prze-
prowadzane sa w warunkach odpowiadajacych spektroskopii fluorescencyjnej dale-
kiego pola (ang. far-field fluorescence spectroscopy)).

W metodzie empirycznej zakladamy, iz znamy kinetyczny zanik fluorescencji ja-
kiego$ fluoroforu w roztworze, tj. znamy jego $redni czas zycia w stanie wzbudzo-
nym, uzyskany z tradycyjnych pomiaréw czasowo-rozdzielczych. Tego samego roz-
tworu fluoroforéw mozemy uzy¢ w badaniach mikrospektroskopowych, polegajacych
na przeprowadzeniu kilku pomiaréw zanikéw natgzenia $wiatta fluorescencji przy
réznych katach detekcji € (rys. 3.1, przypadki a i b). Krétka seria pomiarowa dla réz-
nych wartosci kata @ powinna natychmiast doprowadzi¢ do prawidlowego wniosku
odnos$nie do tego, jaki kat € musi by¢ przyjety w takich pomiarach, aby analiza zaniku
fluorescencji zwracata poprawna informacje o kinetyce ewolucji stanu wzbudzonego
fluoroforéw, tj. aby zwracata warto$¢ sredniego czasu zycia fluoroforéw w stanie
wzbudzonym, zgodna z wartoscia znang z badan tradycyjnych. W ten sposéb mozna
okresli¢ empiryczng wartos¢ kata magicznego 6O, Powtarzajac tg¢ procedurg dla
obiektywéw o réznych aperturach numerycznych mozna zauwazy¢ zaleznos¢ wartosci
katéw magicznych od wartosci apertur katowych . Podstawiajac do mianownika we
wzorze (3.21) prawidlowy histogram catkowitego natgzenia $wiatta fluorescencji,
otrzymamy prawidtowe histogramy zanikéw anizotropii emisji (dla obu przypadkow
doswiadczalnych wskazanych na rysunku 3.1), pokazanych na rysunku 3.10(a) liniami
ciagtymi.

Nalezy nadmienié, ze do tej pory, dyskutujac teoretyczne opisy mikrospektrosko-
pii, nie wspominali$my o wielu efektach optycznych wewnatrz aparatury pomiarowej,
ktére moga wptywaé na wyniki pomiaréw mikrospektroskopowych. Takimi efektami
moga by¢: (a) wpltyw zwierciadta dichroicznego na natgzenie réznych spolaryzowa-
nych skfadowych swiatta fluorescencji, (b) defekty konstrukcyjne lub uszkodzenia
obiektywdw obiektywowych, (c) aberracja sferyczna i/lub chromatyczna, a nawet (d)
niejednorodny rozklad natgzenia $wiatta w przekroju poprzecznym wiazki Swiatlta
wzbudzajacego wchodzacego do obiektywu mikroskopowego. Wszystkie te efekty
beda uwzglednione w empirycznej metodzie ustalania wartosci kata magicznego G
Znajac wartosci kata 6, mozna wykona¢ pomiary mapy rozkladéw czaséw zycia
w badanej prébce, z zachowaniem tych samych warunkéw fizycznych (np. temperatu-
ra, dtugosé fali $wiatta wzbudzajacego i dtugos$¢ fali swiatta emisji), jak podczas okre-
$lania jego wartosci.

Z drugiej strony dyskutowana tutaj metoda empiryczna umozliwia proste poréw-
nanie opiséw MPP i DTMPP. Wartosdci katéw G, okreslone w sposéb empiryczny
powinny by¢é podobne do wartosci obliczanych ze wzoru (3.46), z wykorzystaniem
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obu opiséw mikrospektroskopii fluorescencyjnej, zaktadajac ze uktad pomiarowy nie
wprowadza zadnych artefaktéw optycznych. Wszystko zalezy jednak od tego czy oba
opisy ogniskowania §wiatta daja podobne ilo$ciowe rezultaty.

3.5.2. ILOSCIOWE POROWNANIE OBU OPISOW OGNISKOWANIA SWIATLA

Do problemu poréwnania opiséw ogniskowania swiatla laserowego w ujeciu optyki
geometrycznej (plaszczyzny MPP) i w ujeciu optyki falowej (dyfrakcja $wiatla na so-
czewce) podejdziemy troche szerzej. Przedyskutujemy bowiem takze wplyw niejednorod-
nego rozktadu natezenia swiatta w przekroju poprzecznym wiazki $wiatla laserowego na
efekt fotoselekcji (wzbudzania) fluoroforow w ognisku. W sensie iloSciowym oba opisy
ogniskowania §wiatla powinny prowadzi¢ do tych samych (lub bardzo podobnych) rezul-
tatéw. Tak podpowiada intuicja. Z drugiej strony, bardziej bezposrednie ilosciowe poréw-
nanie obu opiséw moze by¢ dobrym sposobem na zweryfikowanie dos¢ podstawowego
zagadnienia w samej optyce, tzn. na ile dyfrakcyjny opis ogniskowania $wiatta zgadza sig¢
z wynikami do$wiadczalnymi, znanymi w literaturze.

Rozwazmy réwnolegla wigzke liniowo spolaryzowanego swiatla laserowego o gaus-
sowskim rozkladzie nat¢zenia w przekroju poprzecznym, ktéra jest ogniskowana przez
soczewke obiektywowa (rys. 3.13a). W przestrzeni laboratoryjnej (przed wejsciem
$wiatta do obiektywu) wszystkie promienie tej wiazki, cho¢ majg inne nat¢zenia, majq
ten sam kierunek liniowej polaryzacji. Ze wzgledu na fotoselekcje fluoroforéw zatem
niczym one si¢ nie r6znia od siebie. Jednak po przejsciu wiazki swiatla przez soczew-
ke promienie rozchodzace si¢ pod matymi katami w stosunku do osi optycznej cha-
rakteryzuja si¢ wigkszym nat¢zeniem. Promienie w wigzce zbieznej, tworzace wigksze
katy z osig optyczna, maja mniejsze natg¢Zenie, a tym samym majg mniejszy udziat
w fotoselekeji fluoroforéw. Zatézmy, ze w przestrzeni laboratoryjnej profil gaussow-
ski mozemy opisa¢ rozktadem jednowymiarowym w postaci

2
G(r) = A2 exp[—%} (3.47)

gdzie A jest szerokoscig potéwkowa tego rozktadu. Przyjmujac, ze soczewka jest ide-
alna (brak aberracji sferycznej), spetniony jest warunek Abbego (warunek sinusa)

r=fsina (3.48)

gdzie f jest ogniskowa soczewki, a kat & jest katem pomigdzy osig optyczng i promie-
niem oddalonym od osi optycznej w przestrzeni laboratoryjnej na odlegtos¢ r. Przy
tym zalozeniu ptaskie czoto fali z przestrzeni laboratoryjnej jest konwertowane przez
soczewke w czotlo sferyczne w przestrzeni ogniska, jak pokazano to na rysunku 3.13b.
Jesli rozktad natezenia $wiatta w wigzce réwnolegtej (przed wejsciem do obiektywu)
jest jednorodny, to wéwczas, wykorzystujac warunek unormowania dla sktadowych
kartezjanskich nat¢zenia $wiatta w srodku ogniska
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foleg)+ f(ag) + f(eg) =1 (3.49)

z przyréwnania prawych stron wzoréw (3.14) i (3.15) oraz (3.41) i (3.42), otrzymujemy
zwigzki umozliwiajace bezposrednie, ilosciowe poréwnanie obu sposobédw opisu ogni-
skowania liniowo spolaryzowanego $wiatta przez soczewke obiektywowa [30], tj.:

1 1
folag) = 373 Ry(a,) (3.50)
f(a')—i+lR (a’)—iR () (3.5
y o "3 6 o\ ) 2% .
f(a’)—l+lR( )+1R(a*) (3.52)
d(G) =TT RolG) ¥ (% :

gdzie symbole sktadowych kartezjanskich odnosza si¢ do rysunku 3.3b).

a) b) P Plaskie czolo fali

Profil Y Profil ™ Sferyczne
natezenia Saczuwica natgzenia ' Soczewka czolo fali
c)
Kat
zbieznosci
Kat
natezenia akceptacii

Rys. 3.13. Transformacja linowa spolaryzowanej réwnolegtej wiazki swiatla
przez soczewke obieklywowa o duzej aperturze numerycznej
Fig. 3.13. Transformation of the linearly polarized parallel beam of light
by a high numerical aperture objective lens

Podane zwiazki odpowiadaja sytuacji, w ktérej nat¢zenie w przekroju poprzecznym
wiazki laserowej jest jednorodne. Warunek ten mozna uzyskaé¢ w dobrym przyblizeniu
przez odpowiednio mocne poszerzenie gaussowskiej wiazki swiatta laserowego, tak aby
jej centralny obszar, wpadajacy do obiektywu, miat mozliwie jednorodny rozktad natg-
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zenia. Rezultat ten mozna uzyskaé takze przez zastosowanie teleskopéw Galileusza,
w ktérych za pomocg dodatkowych soczewek wprowadza sig¢ aberracje sferyczna
splaszczajaca rozktad gaussowski w rozktad jednorodny (prawie prostokatny). Telesko-
py takie sq konstruowane dla waskich zakresdéw diugosci fal [67].

W przypadku gaussowskich wiazek swiatta wzory (3.50)—(3.52) musza by¢ prze-
transformowane do postaci, w ktérych uwzgledniony bedzie fakt, ze soczewka obiek-
tywowa zamienia gaussowski rozkiad natgzenia $wiatta w przestrzeni fal plaskich
w niejednorodny radialny rozktad natezenia $wiatta w przestrzeni fal kulistych (prze-
strzen ogniska). Korzystajac z warunku Abbego (3.52) oraz z zaleznosci

tgd=A/f (3.53)
wigzacej szerokos¢ rozkiadu gaussowskiego A, ogniskowej f oraz kata zbieznosci

wiazki gaussowskiej w ognisku d (rys. 3.13c), otrzymujemy radialny profil rozkladu
natezenia swiatta w przestrzeni ogniska

o]
G(e,8) = A? exp{— S “J (3.54)
tg=o

Podmieniajac w réwnaniach (3.50)—(3.52) wspdtczynnikt R ), ktére sa definio-
wane zaleznoscig (3.6) dla jednorodnych rozktadéw natgzen, przez

IG(a, 8)d3) (ar)sinader
R_\» (a()s (5) =

(3.55)

[24

jG(a,(S)sin ada
0

otrzymujemy zwigzki ilosciowe migedzy opisem ogniskowania $wiatta na bazie optyki
geometrycznej a opisem tego samego problemu w jezyku optyki falowej [30], tj.:

11
[0, 8) === Ry(%, 8) (3.56)
11 1
£, (@, 8) =—+= Ry, ) —= Ry (4, 5) 3.57)
36 2
11 1
f(@, 8) = 24 Ro(@, 8+ R, 8) (3.58)

Na rysunku 3.14 przedstawiamy wyniki obliczen wartosci kartezjanskich sklado-
wych natezenia $wiatta w ognisku, uzyskane ze wzoréw (3.56)—(3.58). Wartosci
R,(c, ) (p = 0,2) byly obliczane numerycznie ze wzoru (3.55). Obliczenia przebie-
26w fi(, 8), f,{w, O) oraz f( %, 8), w funkcji kata zbieznosci J, w zakresie od 0° do
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90°, przeprowadzili$my dla czterech apertur katowych , tj. 14,3°, 48,7°, 55,3° oraz
67,3°.

0.20
0.15
0.10
0.05
00k e u o o o haAderts 0.00 s 3 1 3 >
Q 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Kat zbieznosci 3 [°] Kat zbieznosci d [°]

fy(0,8)

0.020

g
L
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0.010
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Rys. 3.14. Unormowane natgzenia swiatla wzdluz trzech osi ukladu odniesienia w centrum ogniska,
dla r6znych apertur katowych @, w funkcji kata zbieznosci $wiatta &
Fig. 3.14. Normalized light intensity components at the center of focus,
for different angular apertures ¢, as a functions of the convergence angle &

Na rysunku 3.14a pokazane sa wszystkie trzy sktadowych fi(a, J), f(, J) oraz
fa, O), natomiast, dla wigkszej przejrzystosci, na rysunkach 3.14b oraz 3.14c przed-
stawiamy oddzielnie (odpowiednio) sktadowe f,( %, &) oraz f,(c, 6). Wyniki obliczen
przedstawione na rysunku 3.14 pokazuja, ze w ognisku catkowite natg¢zenie $wiatta
spolaryzowane wzdluz kierunku liniowej polaryzacji $wiatta wchodzacego do obiek-
tywu (0$ Z na rys. 3.3b) oraz sktadowa podtuzna catkowitego nat¢zenia swiatla (0§ X
na rys. 3.3b) maja najwigkszy wktad w procesie wzbudzania fluorescencji. Skltadowa
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poprzeczna (0§ Y na rys. 3.3b) przyjmuje bardzo male nat¢zenia. Nalezy jednak
pamigtaé, ze wszystkie trzy sktadowe sa skladowymi wypadkowymi, obliczanymi
w srodku ogniska, co nie oznacza, ze takie proporcje migdzy skladowymi natgzen
zachowane sa w dowolnym punkcie ogniska. W sensie ilo§ciowym mierzonego natg-
Zenia $wiatla fluorescencji dla absorberéw liniowych wkiady sygnatéw fluorescencji,
pochodzace od wzbudzen trzema skladowymi natgzenia S$wiatla (liczonymi
w $rodku ogniska), sa proporcjonalne do unormowanych wartosci fi(co, 9), f,(c, S)
oraz f{ %, J), pokazanych na rysunku 3.14.

Rysunek 3.14 pokazuje takze bardzo istotny wplyw niejednorodnosci rozkiadu
natezenia $wiatta w przekroju poprzecznym wiazki $wiatla laserowego, przed jej wej-
$ciem do obiektywu, na zalezno$¢ kartezjanskich sktadowych nat¢zenia $wiatta od
kata zbieznosci & w ognisku. Ewidentnie bardzo silna zalezno$¢ wartosci natgzen
flew, 6), fi,{c, 8) oraz f(aw, ) od tego kata oznacza, ze aby pokry¢ caty kat akcepta-
cji o obiektywu (ktéry jest jednocze$nie katowaq apertura tego obiektywu), nalezy
dokonaé bardzo duzego poszerzenia wiazki laserowej. Wydaje sig, ze zastosowanie
teleskopéw transformujacych gaussowskie wiazki laserowe w wiazki o jednorodnym
rozkladzie nat¢zenia $wiatta w ich przekrojach poprzecznych [67] jest rozwigzaniem
najlepszym. Problem ten ma bardzo istotne znaczenie ze wzgledu na pelne wykorzy-
stanie apertury numerycznej obiektywu mikroskopowego. Kat akceptacji (czy apertura
katowa) obiektywu ¢ zwiazany jest z wartoscig apertury numerycznej NA tego
obiektywu przez wzor (3.1). Efektywna apertura numeryczna obiektywu, NA/n, jest
wielkoscia, ktéra mozna wyliczyé, znajac wartosé NA (podawang przez producenta
obiektywu) i warto$¢ wspdtczynnika zatamania $wiatta cieczy immersyjnej (zaktadamy
tutaj, ze wspdlczynnik ten odpowiada wspdtczynnikowi zatamania swiatta w prébee).
Jednak zgodnie z tym co pokazano na rysunku 3.14, jesli wejscie obiektywu jest naswie-
tlone $wiatlem laserowym o zbyt matym poszerzeniu, wprowadzony zostanie systema-
tyczny blad doswiadczalny, gdyz w rzeczywistosci kat zbieznosci wiazki & w ognisku
bedzie mniejszy od kata akceptacji ap. Praktycznie prowadzi to do pomniejszenia rzeczy-
wiste] apertury obiektywu (lub inaczej, do niepetnego wykorzystywania rzeczywistej
apertury obiektywu). Bedzie zle, je$li w dobrej wierze w analizie danych mikrospektro-
skopowych efekt pomniejszenia apertury obiektywu nie zostanie uwzglgdniony.

Na rysunkach 3.14a oraz 3.14b dla apertury katowej o = 55,3° krzywym f( &, &)
oraz f,( &, O) towarzyszg zbiory punktéw (zaznaczone kropkami), wzigte z podobnych
obliczen przeprowadzonych przez Axelroda [66] z wykorzystaniem koncowych wzo-
réw pracy Yoshidy i Asakury [68], w ktérej rozwazony zostat dyfrakcyjny opis ogni-
skowania liniowo spolaryzowanej wigzki laserowej o profilu gaussowskim. W zasa-
dzie praca Yoshidy i Asakury [68] sprowadzita si¢ do podstawienia do wynikéw
uzyskanych przez Richardsa i Wolfa [31] gaussowskiego profilu nat¢Zenia $wiatta
i zbadania wplywu szerokosci tego profilu na zmiang rozkladu nate¢zenia Swiatla
w réznych obszarach ogniska. Axelrod [66] wykorzystal wzory wyprowadzone przez
Yoshide i Asakure [68] do obliczenia kartezjaniskich skladowych catkowitego nateze-
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nia $wiatla w centrum ogniska ( fi(as, &), fi( @, O) oraz f(a, 6)) w funkeji kata zbiez-
nosci wiazki w ognisku 6 (od 0°do 90°), dla apertury katowej ¢ = 55,3°. Doswiad-
czalnie wartosci uzyskane z réwnan (3.56)—(3.58) oraz te uzyskane przez Axelroda [66],
na podstawie wzoréw wyprowadzonych przez Yoshide i Asakure [68], sa w bardzo dobrej
zgodnosci. Apertura katowa o = 55,3° jest wystarczajaco szeroka, aby uzna¢ zgodnosé
obu sposobéw obliczent za miarodajne poréwnanie opisu ogniskowania $wiatla przez
optyke geometryczng i przez optyke falowq (dyfrakcje $wiatla na soczewce).

Na rysunku 3.14c pokazane sg trzy punkty zaznaczone kropkami, ktére odzwier-
ciedlaja wartosci teoretyczne natgzen fi(ap), obliczone przez Bahlmana i Hella [69] ze
wzoréw wyprowadzonych przez Richardsa i Wolfa [31], dla trzech apertur katowych:
o = 14,3°, o = 48,7° oraz ¢ = 67,3°. Obliczone wartosci natezen f,(g) pokazane na
rysunku 3.14c wynosza:

f,(ay =14,3°)=0,00378x107
fy(ay =47.8°)=0,49%107 (3.59)
f,(@y =67,3°)=191x10"

Natomiast podstawiajac te same wartosci apertur katowych do wzordw (3.50)-
(3.52), opartych na optyce geometrycznej, otrzymujemy wartosci:

f,(0, =14,3°)=0,00411x107
f,(a, =47,8°)=0,482x107 (3.60)
f, (@, =67,3°) =1,57x107

Identyczne wartosci natgzen (3.60) uzyskuje si¢ ze wzordw (3.56)-(3.58) dla
0 — 90°, jak wida¢ to na rysunku 3.14¢. Poréwnujac wartosei (3.59) i (3.60) sktado-
wej f,(p) nat¢zenia $wiatla, mozemy wywnioskowa¢, ze dla dwéch pierwszych aper-
tur katowych oba opisy ogniskowania $wiatta daja identyczne rezultaty. Dla najwiek-
szej apertury katowej, tj. dla & = 67,3°, do$wiadczalnie obie warto$ci sa do siebie .
podobne, chod trudno jest méwié o ich identycznosci.

Celem pracy Bahlmana i Hella [69] bylo bezposrednie do$wiadczalne zweryfiko-
wanie teorii Richardsa i Wolfa [31] przez pomiar skladowej poprzecznej natgzenia
swiatla w ognisku, tj. skladowej f(). Wartosci f,() wyznaczali z pomiaréw polary-
zacji fluorescencji w filmach Langmuira-Blodgett. W badaniach wykorzystali obiek-
tyw mikroskopowy o naturalnej aperturze katowej ¢4 = 67,3°, a nastepnie, przez za-
stosowanie odpowiednich przeston kotowych, aperture te zredukowali do ¢ = 14,3°
oraz ¢ = 48,7°. Z przeprowadzonych pomiaréw uzyskali nastepujace wartosci skta-
dowej fi(c):
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fy(@y =143°)=0,3x107
[,y =47,8°)=0,94x107 (3.61)

f, (g =67,3°) =1,58x107

Poniewaz uzyskane wartosci doswiadczalne (3.61) nie byly zadowalajace w po-
réwnaniu do wartosci teoretycznych (3.59), Bahlman i Hell [69] powtdrzyli swoje
pomiary, ale po uprzednim fotowybieleniu warstwy Langmuira—Blodgett z intencja
wyeliminowania tych fluoroforéw, ktére z racji niewlasciwego ulozenia (uporzad-
kowania) w probce mogly powodowaé odstgpstwa pomigdzy wartosciami (3.59)
i (3.61). Niestety powtdrzone pomiary niczego nie zmienity. Dla obu mniejszych
apertur, tj. dla @ = 14,3° i ¢ = 48,7°, nowe uzyskane wartosci f,( ) dalej znaczaco
réznity si¢ od wartosci teoretycznych (3.59), natomiast dla najwigkszej apertury &
= 67,3°, otrzymali warto$é f,(a = 67,3°) = 1,51x107%, ktéra jeszcze gorzej pasowata
do wartosci teoretycznej. Duze odstgpstwa migdzy teoretycznymi i do§wiadczalnymi
warto$ciami f,(ap) byly przedmiotem dtugiej dyskusji w pracy [69], ktérej nie bg-
dziemy tutaj przytaczaé. Ostatecznie Bahlman i Hell [69] doszli do wniosku (po
przeprowadzeniu wielu powtdrzen swoich pomiarédw, nawet przy zmianach tempe-
ratury obiektywdw), ze za te odstgpstwa odpowiedzialne sa niedoktadnosci
techniczne obiektywdw mikroskopowych. Na rysunku 3.14c pokazane sa obie war-
toéci doswiadczalne f,(a = 67,3°) bez fotowybielenia prébki (punkt doswiadczal-
ny zaznaczony gwiazdka) oraz po fotowybieleniu (punkt zaznaczony tréj-
katem). Oba punkty doswiadczalne sa w idealnej zgodnosci z opisem ogniskowa-
nia $wiatla w ujeciu optyki geometrycznej (wysmienita zbiezno$¢ f(ap, J) do
warto$ci do$wiadczalnej zaznaczonej gwiazdka, przy 0 — 90°). Ta ewidentna
zgodnos¢ jest widoczna takze w wartosciach wskazanych w réwnosciach (3.60)
i(3.01).

To ze dla obu mniejszych wartosci apertur katowych wyniki teoretyczne
(identyczne w obu opisach ogniskowania swiatta) nie sa w dobrej zgodnosci z wy-
nikami doswiadczalnymi wynika, w naszym przekonaniu, z niedoktadnego usta-
wienia przeston kotowych redukujacych szerokos¢ wiazki $wiatlta laserowego.
Wys$mienita zgodnos$¢ wartosci doswiadczalnej f,(o = 67,3°) (po wyeliminowaniu
diafragmy) z przewidywaniami teoretycznymi, opisanymi w ujgciu optyki geome-
trycznej, wskazuje na to, ze ujecie to bardzo dobrze nadaje si¢ do opisywania
wzbudzen w ognisku w przypadku absorberéw liniowych. Mozemy zatem wnio-
skowac, ze opis polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej, opierajac sie
na prostych zaleznosciach trygonometrycznych (wzory (3.8) i (3.9)) wystepujace
w modelu MPP, jest opisem wystarczajaco doktadnym. Wniosek ten eliminuje
koniecznos$¢ obliczania skomplikowanych potréjnych calek z funkcjami Bessela
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pierwszego rodzaju, jakie pojawiaja si¢ w dyfrakcyjnym opisie ogniskowania
swiatla wzbudzajacego.

3.6. SYMETRYCZNIE ADAPTOWANA METODA KALIBRACYJNA

W mikroskopie przedstawionym na rysunku 3.la wskazane jest zwierciadto di-
chroiczne, kierujace swiatto wzbudzajace w kierunku obiektywu dichroicznego. Di-
chroiczno$é tego zwierciadta ma oznaczal, Ze jest ono catkowicie przezroczyste dla
$wiatta fluorescencji. W praktyce doswiadczalnej problem ten nie musi byé az tak
jednoznaczny, zwlaszcza gdy ten sam mikroskop jest uzywany do badan fluorescen-
cyjnych we wzbudzeniach jedno- i dwufotonowych. Istnieje takze duze ryzyko, ze
zwierciadto dichroiczne moze mie¢ inng transmisj¢ $wiatta fluorescencji dla réznych
kierunkéw polaryzacji §wiatta, wybieranych w kanale detekcyjnym przez analizator
(lintowy polaryzator). Obiektyw mikroskopowy ma do$¢ skomplikowang konstrukejg.
Sktada sig¢ z kilku posklejanych soczewek, w ktérych moga pojawia¢ si¢ réznego typu
naprezenia. Naprezenia te moga czasami prowadzié do zjawiska dwéjtomnosci. Swia-
tto w obiektywie moze takze czesciowo si¢ rozprasza¢ i odbijaé od jego wewnetrz-
nych s$cianek. Zewnetrzne soczewki obiektywdw mikroskopowych, majace bezpo-
$redni kontakt z olejem immersyjnym, sa pokryte odpowiednimi warstwami
dielektrycznymi. Warstwy te mozna latwo zarysowac lub zetrzeé w trakcie czyszcze-
nia obiektywu. To z kolei moze prowadzi¢ do rozpraszania §wiatta wzbudzajacego lub
$wiatta zbieranej fluorescencji, prowadzac do dodatkowej depolaryzacji $wiatta flu-
orescencji. Nalezy takze wspomnieé¢ o aberracji sferycznej i chromatycznej, ktdre
moga znaczaco wplywac na wyniki pomiaréw fluorescencyjnych w $wietle spolary-
zowanym. Wymienione tutaj utrudnienia techniczne — ktére moga mie¢ wplyw na
jakos¢ uzyskiwanych wynikéw pomiarowych — sa z jednej strony trudne do analitycz-
nego uwzglednienia w matematycznych opisach polaryzacyjnej mikrospektroskopii
fluorescencyjnej, a z drugiej strony, nieuwzglednianie tych efektéw podczas analizy
danych doswiadczalnych bedzie prowadzilo do mylnej interpretacji uzyskanych wyni-
kow (btedy systematyczne).

W pracy [28] wprowadziliSmy prosta metod¢ kalibracyjna, ktéra umozliwia wy-
eliminowanie tego typu probleméw. Wzér (3.2) reprezentuje symetrycznie adaptowa-
ny opis ewolucji w czasie nat¢zenia spolaryzowanego $wiatla fluorescencji, w przy-
padku uktadéw molekularnych makroskopowo izotropowych. Wzér ten mozemy
zapisa¢ w postaci liniowej kombinacji dwéch czasowo-zaleznych funkcji bazowych,
Ph(t) oraz Ph(t)W(z)

1(t) = y,Ph(t) + y,W (t) Ph(t) (3.62)
gdzie ¥ 1 p sa wspdlczynnikami opisujacymi wktad obu funkcji bazowych do zaniku

natgzenia $wiatta fluorescencji /(#). Podany wzér ma zastosowanie ogdlne. Stosuje si¢
on do wszystkich czasowo-zaleznych pomiaréw polaryzacji fluorescencji w przybli-
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zeniu dalekiego pola, realizowanych na dowolnie skomplikowanej aparaturze pomia-
rowej [28]. Wzdr ten mozna takze zapisaé w postaci

=y, (Ph(t) + ﬁW(t)Ph(t)] (3.63)

N

ktéra tatwiej mozna poréwnaé do wzordw opisujacych tradycyjng spektroskopi¢ flu-
orescencyjng w Swietle spolaryzowanym (wzor (2.8)) lub polaryzacyjng mikrospek-
troskopie fluorescencyjng (wzor (3.17)). Metoda kalibracyjna sprowadza si¢ do wy-
znaczenia obu wspdtczynnikdw % 1y, wystgpujacych w réwnaniu (3.62).
Wspdtczynniki te mozna okresli¢, znajac ksztalt funkcji zaniku kinetycznego Ph,(f)
oraz zaniku dynamicznego W,(#) dla dowolnego fluoroforu w roztworze (wzorzec
fluorescencyjny), znalezionych z pomiaréw czasowo-rozdzielczej depolaryzacji flu-
orescencji, przeprowadzonych metoda tradycyjng. W celu okreslenia wartosci wspot-
czynnikdw % i % musimy przeprowadzi¢ dwa pomiary spolaryzowanej fluorescencji
dla wzorca fluorescencyjnego na kalibrowanym uktadzie pomiarowym. Warunki do-
$wiadczalne podczas kalibracji instrumentu muszg by¢ jednak takie, aby wklady funk-
cji Ph(t) i W,(t)Ph(f) (w obu liniowych kombinacjach funkcji bazowych )

L(t)=y,Ph.(t)+y,W, () Ph.(1) (3.64)

L,(t) = ¥{Ph,(t) + 7, W, () Ph,(2) (3.65)

byly mozliwie rézne. To w jaki sposdb zmieniamy warunki fizyczne pomiaréw,
w celu otrzymania dwéch mozliwie mocno rézniacych sig¢ zanikdw 1,(f) i (), jest
najmniej istotne. Mozemy zmienia¢ kierunek polaryzacji mierzonego natgzenia $wia-
tta fluorescencji lub mozemy zmieniaé kierunek polaryzacji swiatla wzbudzajacego.
Mozemy takze zmieniaé katy wzbudzania lub katy detekcji fluorescencji, jesli uzy-
wamy aparatury pomiarowej schematycznie przedstawionej na rysunku 3.5. Obie pary
wspétczynnikéw liniowych, wystepujacych w réwnaniach (3.64) i (3.65), wyznacza-
my z regresji liniowej. Znajomos¢ tych dwdch par wspdtczynnikéw umozliwia prawi-
dtowa analiz¢ danych do$wiadczalnych uzyskanych z identycznych dwéch pomiaréw
dla innych prébek, zaktadajac, ze wspélczynnik zatamania $wiatta dla roztworu wzor-
ca fluorescencyjnego jest bardzo podobny do wspétczynnikéw zatamania §wiatta ba-
danych prébek. Zaletg tej metody jest to, ze umozliwia analiz¢ danych doswiadczal-
nych na dowolnie skomplikowanych aparaturach bez koniecznosci wyprowadzania
wzoréw matematycznych opisujacych takie pomiary. Ponadto metoda ta uwzglednia
wiele artefaktéw optycznych, ktére z racji swojej skomplikowanej natury sa trudne do
uwzglednienia w analitycznych opisach takich pomiaréw. W przypadku mikrospek-
troskopii fluorescencyjnej dyskutowana tutaj metoda utatwia zweryfikowanie wtasci-
wosci obiektywéw mikroskopowych. Metoda ta umozliwia takze bardziej systema-
tyczne poréwnanie obu opiséw ogniskowania $wiatla przez soczewki obiektywowe.
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Pelniejsza dyskusja mozliwych zastosowan symetrycznie adaptowanej metody kali-
bracyjnej (metoda SAC — ang. Symmetry Adapted Calibration method) przedstawiona
jest w pracach [28-30]. Dalsza dyskusj¢ metody SAC, wraz z jej dodatkowymi bardzo
istotnymi aplikacjami w mikro/nanospektroskopii, przedstawimy w pracy [70].

3.7. MIKROSPEKTROSKOPIA FLUORSCENCYJNA
WE WZBUDZENIACH WIELOFOTONOWYCH

Ogdlny przypadek polaryzacyjnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej we wzbu-
dzeniach wielofotonowych $wiattem zogniskowanym jest przypadkiem trudnym
w sensie zaproponowania jego analitycznego opisu. Absorpcja wielofotonowa opisy-
wana jest przez tensory absorpcji odpowiednich rzedéw (dyskusja w rozdz. 2.3),
natomiast stan polaryzacji $wiatta w réznych punktach ogniska moze by¢ liniowy,
eliptyczny lub kotowy (dyskusja w rozdz. 3.4). W tym opracowaniu, w celu zademon-
strowania najistotniejszych jakosciowych efektéw pojawiajacych si¢ w przypadku
wzbudzen wielofotonowych, oméwimy najprostszy przypadek, tj. przypadek fluorofo-
réw podtuznych, dla ktérych tensory absorpcji dwu- i tréjfotonowej sa diagonalne,
a elementy tych tensoréw wzdiluz osi dtugiej fluoroforéw sa dominujace. Przypadek
ten rozwazono w rozdziale 2.3 dla wzbudzen réwnoleglymi wigzkami S$wiatla
o polaryzacji liniowej. Dla takich fluoroforéw stan polaryzacji $wiatta w ognisku nie
ma znaczenia.

Na rysunku 3.15 przedstawiamy syntetyczne zaniki spolaryzowanych sktadowych
natezen Ig(t, op) i I,(t, &), zaniku mierzonego przy prawdziwej wartosci kata magicz-
nego /.,(0%, 1) oraz zaniki syntetyczne zrekonstruowane dla obu skrajnych mozliwych
wartosci katéw magicznych 54,7° i 45°, tj. Is4(2) oraz I4(r) dla wzbudzen jedno-,
dwu- i tréjfotonowych. Rysunek ten ,,odnosi” si¢ do przypadku jednoczesnego wyko-
rzystywania obiektywu mikroskopowego w kanale wzbudzania i w kanale detekcji
(rys. 3.1a). Dane syntetyczne zostaty wygenerowane w sposéb oméwiony w rozdziale
3.3.1. Rozwazone apertury katowe ¢ sa wskazane w poszczegdlnych panelach rysun-
ku 3.15. W obliczeniach skorzystaliSmy ze wzoréw (2.8), (2.47) oraz (2.53), zaste-
pujac funkcje P(6) przez:

%(31?2 () Q5 () cO5 20+ Ry (0040 () (3.66)

Na rysunku 3.16 przedstawiamy podobne dane syntetyczne, ale dla przypadku
wzbudzen fala zanikajaca wykladniczo (uklad pomiarowy wskazany na rys. 3.1b).
Przypadek ten rozwazyliSmy dla innych apertur katowych ¢, takze wskazanych
w poszczegblnych panelach tego rysunku.
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Rys. 3.15. Wzbudzanie i detekcja (luorescencji z wykorzystaniem soczewek obiektywowych
o duzych aperturach numerycznych, przy wzbudzeniach: (a—c) jednofotonowych, (d-f) dwufotonowych
i (g—i) tréjfotonowych
Fig. 3.15. Excitation and detection of fluorescence with the application of high-aperture objective
lenses with the excitations at: (a—c) one-photon, (d—f) two-photon and (g~-i) three-photon
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Rys. 3.16. Wzbudzanie fala zanikajaca wykladniczo i detekcja z wykorzystaniem soczewek obiektywo-
wych o duzych aperturach numerycznych dla wzbudzen: (a-c) jednofotonowych, (d-f) dwufotonowych
i (g-1) tréjfotonowych
Fig. 3.16. Excitation with the evanescent wave and detection with the application of high-aperture
objective lenses with the excitations at: (a-c) one-photon, (d-f) two-photon and (g-i) three-photon

Rysunki 3.15 i 3.16 wskazuja zasadniczg réznicg migdzy wynikami syntetycznymi
otrzymanymi dla wzbudzen jedno-, dwu- i tréjfotonowych. Zwigkszanie liczby foto-
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néw zaangazowanych w procesie wzbudzenia powoduje powigkszanie si¢ réznicy
miedzy zanikami 54 ,(¢) oraz I,5(f), co oznacza, ze zdecydowanie rosnie wymdg precy-
zyjniejszego ustawiania analizatora na prawidlowa warto$¢ kata magicznego O,
przy ktérym nalezy dokona¢ pomiaru kinetyki zaniku fluorescencji Zine( %, £). Demon-
struja one jednocze$nie zasadnicza réznicg w efektach polaryzacyjnych, w zaleznosci
od liczby fotonéw jednoczesnie wzbudzajacych fluorofory. Zwigkszajac liczbe foto-
néw w procesie wzbudzania, zwiekszamy stopien polaryzacji fluorescencji. Wida¢ to
w odlegtosciach miedzy sktadowymi spolaryzowanymi Io(t, &) i 1,(0%, £) w ich mak-
simach — odlegtosci te rosng wraz ze wzrostem liczby fotonéw zaangazowanych
w procesie fotoselekcji. Pokazujg one takze wyrazna réznic¢ migdzy pomiarami reali-
zowanymi zgodnie z rysunkiem 3.1a oraz pomiarami przy wzbudzaniu falg zanikajaca
wyktadniczo (rys. 3.1b).

Pelniejsza dyskusja problemu czasowo-rozdzielczej mikrospektroskopii fluore-
scencyjnej we wzbudzeniach wielofotonowych, w tym takze przypadek dowolnego
ksztaltu tensora absorpcji wielofotonowej, bedzie przedstawiona w pracy [35]. To co
chcielismy tutaj zademonstrowad, to blednosé literaturowego podejscia do tego typu
doswiadczen. W literaturze (dyskusja we wstgpie do tego opracowania), podobnie jak
w przypadku mikrospektroskopii we wzbudzeniach jednofotonowych, takze w przy-
padku wzbudzen wielofotonowych efekty optyczne wynikajace z uzywania obiekty-
woéw mikroskopowych nie byly brane pod uwage. W rezultacie w tradycyjnym ujeciu
literaturowym oba typy do$wiadczen byly opisywane w ten sam sposéb (doktadnie
tymi samymi wzorami), zapozyczony z tradycyjnej spektroskopii fluorescencyjnej
z rownolegtymi wigzkami swiatta.

4. MIKRO/NANOSPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA
OPTYCZNIE CIENKICH PLASKO UPORZADKOWANYCH
WARSTW MATERIALOW

Wszystkie rozwazania przedstawione w poprzednich rozdziatach tego opracowania
dotyczyly, jezeli idzie o fizyke molekularng, najprostszych uktadéw molekularnych,
bedacych uktadami izotropowymi w skali makroskopowej z mozliwoscia organizacji
w skali mikro- lub nanoskopowej. Nie pomniejsza to w zaden sposéb istotnosci za-
gadnien przedstawionych w poprzednich rozdziatach.

W tym rozdziale chcemy przedstawié, w bardzo skrétowy sposéb, problem mikro-
spektroskopii fluorescencyjnej w przypadku optycznie cienkich plasko zorganizowa-
nych os$rodkéw, sktadajacych si¢ ze zwiazkéw organicznych, nieorganicznych i hy-
brydowych. Przykladami takich osrodkéw sa: a) warstwy Langmuira-Blodgetta
zbudowane z fosfolipidéw, (bio)polimeréw lub (bio)makromolekut, b) spontanicznie
powstajace struktury uporzadkowane w postaci wielu warstw lipidéw i fosfolipidéw
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(modele membran biologicznych) oraz ¢) zorganizowane organiczne, nieorganiczne
lub hybrydowe nanostruktury, majace zastosowania w dziedzinie nanobiotechnologii,
technologii sensoréw i biosensoréw lub w technologii konwerteréw energii stonecznej
w elektryczng (uktady fotowoltaiczne).

Na rysunku 4.1 przedstawiony jest schemat mikroskopu fluorescencyjnego
o konstrukcji dedykowanej badaniom polaryzacyjnym czasowo-rozdzielczej i sta-
cjonarnej mikrospektroskopii fluorescencyjnej optycznie cienkich warstw réznych
materiatéw. Uzywamy terminu ,,optycznie cienkie warstwy” dla uproszczenia pro-
blemu, gdyz plasko uporzadkowane materiaty maja os symetrii uporzadkowania
katowego, ktdra jest prosta prostopadia do tych warstw. Z tego powodu najczgsciej
materialy takie charakteryzuja si¢ dwdéjtomnoscia optyczng. W bardzo wielu przy-
padkach praktycznych sq to warstwy o niewielkie] grubosci, mniejszej lub duzo
mniejszej od dlugosci fali $wiatta wzbudzajacego fluorescencje. Jezeli uktady takie
charakteryzuja sig¢ niewielkg dwéjtomnoscig (réznica migedzy wspdlczynnikami za-
tamania $wiatta wzdtuz osi optycznej i w kierunku prostopadtym jest bardzo mata);
np. na poziomie od 0,001 do 0,01 (np. wigkszos¢ warstw fosfolipidowych lub poli-
merowych), przy tak matych grubosciach prébek efekt dwéjtomnosci jest pomijalny
w poréwnaniu do innych artefaktow doswiadczalnych towarzyszacym badaniom
polaryzacyjnym. Schematycznym przyktadem tego typu ukiad6éw jest plaska mem-
brana pokazana na rysunku 2.8a.

Widok z gory
Zrenica | A INC
pinhole) éf

~ - warstwy Langmuira-Blodgett
- - warstwy uporzadkowanych
- — nanostrukiur

Podloze - plaskie membrany

Rys. 4.1. Schemat zmienno-aperturowego mikroskopu konfokalnego do polaryzacyjnej
mikrospektroskopii fluorescencyjnej optycznic cienkich makroskopowo uporzadkowanych warstw
Fig. 4.1. The scheme of variable-aperture confocal microscope for
fluorescence polarization microspectroscopy of optically thin layers
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Uktad mikroskopowy (rys. 4.1) rézni si¢ od tego pokazanego na rysunku 3.1a je-
dynie tym, ze w kanale wzbudzania oraz w kanale detekcji $wiatla fluorescencji
umieszczone sg dodatkowe apertury (diafragmy), AW oraz AE, o regulowanych sred-
nicach. Umozliwiaja one zwigkszanie i pomniejszanie apertur katowych wzbudzania
M oraz detekcji swiatla fluorescencji oy. Po wybraniu przez analizator kierunku pola-
ryzacji emitowanego $wiatta fluorescencji (kat detekcji 6), $wiatlo to jest skupiane
przez soczewke S1 na malej zZrenicy ( pinhole), a nastgpnie przez soczewke S2 na
szczelinie wejsciowej detektora. Histogram mierzonego zaniku spolaryzowanego
swiatta fluorescencji jest wowczas opisany zaleznoscia [71]

1(t,04,0,,0) = CPh(t)(1— Ry(0,)S, — 0y (0,)S,
+ Ry (00)Q0 (0 ) Fy (8) +3c0s 20R, (04)Q2,(04) F, (1))

gdzie S,i S, sa parametrami uporzgdkowania dipoli absorpcyjnych i emisyjnych mo-
mentéw przej$é, a Fo(r) oraz F,(f) sa dwiema funkcjami korelacji czasowej migdzy
dipolami absorpcji wyselekcjonowanych w procesie fotoselekeji w czasie t = 0 a di-
polami emisji fluorescencji w dowolnej pdézniejszej chwili, wyselekcjonowanych
w przestrzeni laboratoryjnej przez analizator A [44-51]. Poprzedni wzér nie zawiera
funkcji korelacji F(¢), ktéra pojawia si¢ w tradycyjnej katowo-rozdzielczej polaryza-
cyjnej spektroskopii uktadéw uporzadkowanych [44-51]. Funkcja ta nie pojawia si¢
we wzorze (4.1) ze wzgledu na specyficzng orientacje¢ kierunku wzbudzania fluore-
scencji oraz kierunku jej detekcji w stosunku do osi symetrii makroskopowego upo-
rzadkowania osrodka. Warto takze odnotowaé, ze wzér (4.1) przy ;o > 01 g = 0
przechodzi do postaci znanej w polaryzacyjnej spektroskopii fluorescencyjnej z réw-
noleglymi wigzkami $wiatta [50, 51]. Parametry S, i S, oraz funkcje korelacji F,(z)
(n = 0,2) opisuja uporzadkowanie oraz dynamike obrotowg fluoroforéw wprowadzo-
nych do uporzadkowanej warstwy lub naturalnych fluoroforéw zawartych w elemen-
tach tworzgcych takie warstwy. Wielkosci te, w zaleznos$ci od rodzaju wykorzystywa-
nych fluoroforéw (np. fluoroforéw fotoreaktywnych), moga dostarcza¢ bardzo wazne
informacje o strukturalnych i dynamicznych wilasciwosciach warstw, jak réwniez
o ich lokalnych wiasciwosciach fizykochemicznych (lokalna polarno$¢, polaryzowal-
nos$¢, lepkosc) [49-51, 72]. Wzér (4.1) zawiera cztery wielkosci (dwa parametry upo-
rzadkowania i dwie funkcje korelacji) opisujace whasciwosci fluoroforéw w cienkiej
warstwie. Przejscie od parametréw uporzadkowania dipoli absorpcji i emisji, a takze
od funkcji korelacji miedzy obydwoma rodzajami dipoli, do podobnych wielkosci
opisujacych uporzadkowanie i dynamike obrotowa samych fluoroforéw w warstwie,
nie pomniejsza liczby parametréw modelowych [44-51]. Uzyskanie informacji
o warto$ciach parametréw modelowych z analizy pomiaréw czasowo-rozdzielczych
wymaga jednak dysponowania odpowiednig liczbg histograméw spolaryzowanych
zanikéw fluorescencji. Zgodnie ze wzorem (4.1), zmiana kata detekcji @ (0°, 45° lub
90°, lub tez inne wartosci) umozliwia jedynie modyfikowanie wktadu funkcji korelacji

(4.1)
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F,(f). Powtarzanie wigec pomiardw, podczas zmiany kata detekeji 6, nie jest procedurg
wystarczajaca. Z tego powodu w kanale detekcyjnym i w kanale wzbudzenia na
schemacie 4.1 wskazane sa zmienne apertury AW i AE, umozliwiajace zmiang¢ wa-
runkéw doswiadczalnych tak, aby mierzone histogramy spolaryzowanej fluorescencji
odzwierciedlaly zmiany wktadéw wszystkich cztonéw w réwnaniu (4.1).

Na rysunku 4.2 przedstawiamy wykresy wielkosci Ro(h), Ra(), Qo). Q(00),
Ro( 00)Qo(ah) oraz Ry 0)02(0n), z zatozeniem (dla uproszczenia), ze katowe apertury
wzbudzania i detekcji sq identyczne, tj. oy = G = &%. Technicznie zatozenie to mozna
zrealizowaé przez zastapienie na schemacie 4.1 apertur AW i AE przez jedna aperturg
(diafragme) umieszczong pomiedzy obiektywem i zwierciadtem dichroicznym. Na
rysunku 4.2 jednoznacznie pokazano, ze zmieniajac apertury katowe (obie, oy 1 6, lub
jedna wspélna @), mozna zdecydowanie polepszyé wydajnosé procesu numerycznej
identyfikacji parametréw modelowych wystgpujacych w réwnaniu (4.1). Rysunek
ten ma jeszcze jedno, bardzo istotne znaczenie. Wskazuje on na to, ze bardzo do-
ktadne opisywanie mikrospektroskopii fluorescencyjnej w przypadku uktadéw ma-
kroskopowo uporzadkowanych jest niestychanie wazne. Posta¢ wzoru (4.1) takze
o tym $wiadczy. Z drugiej strony, wniosek ten podkresla bardzo duze znaczenie
wprowadzonych przez nas zmian do stanu wiedzy w dziedzinie polaryzacyjnej mi-
krospektroskopii fluorescencyjnej [28-30]. Nalezy takze nadmienié, Zze zmieniajac
sposGb wzbudzania prébki na rysunku 4.1 na wzbudzenie falg zanikajaca wyktadni-
czo, jak pokazuje to rysunek 3.1b, oraz przyjmujac we wzorze (4.1) Ro(mp) = 1
i Ry( ) = 1, wzbr (4.1) bedzie opisywal pomiary micro/nanospektroskopowe cienkich
uporzadkowanych warstw réznych materiatéw organicznych, nieorganicznych i hy-
brydowych.
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Rys. 4.2. Zalezne od apertury wspéiczynniki wzbudzania i detekcji swiatta fluorescencji
Fig. 4.2. Aperture-dependent excitation-detection coefficients
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Dyskutujac sposéb uzyskania symetrycznie adaptowanego wzoru (3.2), opisujace-
go zanik natgzenia $wiatla spolaryzowanej fluorescencji w przypadku uktadéw ma-
kroskopowo izotropowych, wspomnieli$my o procedurze rzutowania ogdlnej formuty
(2.7) do formy catkowicie symetrycznej w grupie czystych obrotéw O (3.1). Procedu-
ra ta jest szczegétowo opisana w pracy [28]. Uzywanie tej samej procedury do wzoru
(4.1) oznacza (z doswiadczalnego punktu widzenia), ze na miejsce makroskopowo
uporzadkowanej prébki podstawiamy, na rysunku 4.1, prébke¢ makroskopowo izotro-

powa. Operator rzutu Siso [...], zastosowany do wszystkich cztonéw réwnania (4.1),
daje [28]:

Siso

[s,1=0, &

150

[S,1=0 4.2)
§iso[E,(t)]=%(Pb(t)+2171(t)+21’2(t)) (4.3)

gdzie n = 0,2. Wynik (4.2) oznacza, ze symetrycznie adaptowana posta¢ wzoru (4.1)
nie zawiera parametréw uporzadkowania S, i S,. Natomiast wynik (4.3) oznacza, ze
w symetrycznie adaptowanej postaci wzoru (4.1) kazda funkcja korelacji F,() jest
zastgpowana przez liniowa kombinacjg wszystkich funkcji Fi(f) (gdzie k = 0, 1, 2).
Poniewaz suma funkcji korelacji w nawiasie, w réwnaniu (4.3), jest funkcja korelacji
W(?) symetrycznie adaptowanga dla uktadéw molekularnych makroskopowo izotropo-
wych, wzér (4.3) mozemy zapisa¢ w postaci

Sul 1= W) 4.4)

Podstawiajac rezultaty (4.2) i (4.4) do wzoru (4.1), uzyskujemy natychmiast wzér
(3.17) (wiacznie ze wzorem (3.18)). Wynik ten wskazuje na uniwersalno$¢ wprowa-
dzonego przez nas opisu polaryzacyjnej mikro/nanospektroskopii fluorescencyjne;j.

5. PODSUMOWANIE

W pracy tej przedstawiliémy, w bardzo skrétowy sposéb, prawidlowe ujecie cza-
sowo-rozdzielczej mikro/nanospektroskopii fluorescencyjnej w $wietle spolaryzowa-
nym, z wykorzystaniem soczewek obiektywowych (obiektywdéw mikroskopowych)
o dowolnej aperturze numerycznej. Zaproponowany przez nas sposéb patrzenia na
tego typu do$wiadczenia prawidtowo sprzega podstawy optyki soczewek obiektywo-
wych z podstawami polaryzacyjnej spektroskopii fluorescencyjnej. RozwazyliSmy
mikro/nanospektroskopi¢ fluorescencyjna konfokalng oraz szerokiego pola, a takze
przypadek tej techniki we wzbudzaniu bardzo cienkich warstw o$rodkéw falg zanika-
jaca wykfadniczo. DokonaliSmy takze poréwnania opisu polaryzacyjnej mikro/na-
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nospektroskopii fluorescencyjnej w przypadku wzbudzen jednofotonowych z uprosz-
czonymi przypadkami wzbudzen dwu- i tréjfotonowych. Przedyskutowalismy takze
bardzo istotny problem optyki soczewek obiektywowych, tj. opis wysoko-
aperturowego ogniskowania spolaryzowanej liniowo wiazki swiatta laserowego. Po-
kazalismy, ze tak diugo, jak dtugo zaleznosci fazowe migdzy kartezjanskimi sktado-
wymi pola elektromagnetycznego w obszarze ogniska nie sg istotne — np. dla absorbe-
réw liniowych, ktére w zasadzie sq jedynym typem fluoroforéw wykorzystywanych
w mikrospektroskopii, opisy ogniskowania $wiatta liniowo spolaryzowanego -
w ujeciu optyki geometryczne i optyki falowej (dyfrakcja $wiatta) sa catkowicie réw-
nowaznymi opisami w sensie ilosciowym. W ten sposéb wykazalismy, ze mi-
kro/nanospektroskopie fluorescencyjng mozna opisywac, z bardzo duza doktadnoscia,
dwoma zupetnie elementarnymi zwigzkami trygonometrycznymi. Przedstawili$my
takze symetrycznie adaptowana metode kalibracyjna (SAC), ,,ztota metode” wytapy-
wania wielu artefaktéw do$wiadczalnych, mogacych wprowadzaé¢ do badan do$wiad-
czalnych znaczace bledy systematyczne, a czesto trudne do przewidzenia. Metoda ta
umozliwia dokonanie kalibracji dowolnie skomplikowanego uktadu pomiarowego do
polaryzacyjnej spektroskopii fluorescencyjnej. Na koniec, rzeczywiscie bardzo skré-
towo, przedstawiliSmy ide¢ zmienno-aperturowej polaryzacyjnej mikro/nano-
spektroskopii fluorescencyjnej optycznie cienkich ptasko zorganizowanych osrodkéw.
Pokazalismy, ze opis takich przypadkdéw jest zunifikowany z opisem podobnych do-
$wiadczen dla osrodkéw makroskopowo-izotropowych. Oznacza to, ze metode SAC
mozna wykorzystaé do kalibracji instrumentu pomiarowego dedykowanemu bada-
niom ptasko uporzadkowanych, optycznie cienkich, warstw osrodkéw organicznych,
nieorganicznych lub hybrydowych.

W opracowaniu nie wspomnielismy tak bezposrednio o wymogach, jakie musza
spetnia¢ instrumenty pomiarowe do czasowo-rozdzielczej mikrospektroskopii fluore-
scencyjnej, zbudowane w laboratorium czy tez zakupione w postaci mikroskopu kon-
fokalnego wraz z tzw., potocznie nazywanym, systemem FLIM. Uktady FLIM maja
umozliwia¢ przeprowadzanie czasowo-rozdzielczych pomiaréw kinetyki zaniku flu-
orescencji w technice skaningowej (obrazowanie przestrzennego (3D) rozktadu cza-
séw zycia fluorescencji w prébee). Dominujacy na rynku producenci mikroskopéw
fluorescencyjnych instalujg w swoich instrumentach uktady FLIM (wtasne lub pocho-
dzace od producentéw specjalizujacych si¢ w konstrukeji tych uktadéw) sktadajace
sig: (a) ze zrenicy (pinhole), (b) z impulsowego zrédta $wiatla oraz (c) z detektora
i uktadu elektronicznego do rejestracji czasowych zanikéw natgzenia swiatla fluore-
scencji. W uktadach tych nie sa instalowane analizatory (polaryzatory) utatwiajace
wybieranie konkretnych kierunkéw polaryzacji rejestrowanego $wiatla fluorescencji,
w stosunku do kierunku polaryzacji swiatta wzbudzajacego. W tej konstrukcji uktadu
FLIM (bez analizatora) mierzone jest nat¢zenie niespolaryzowanej (catkowitej) flu-
orescencji. W ujeciu fizycznym przypadek ten koresponduje do detekeji spolaryzowa-
nego zaniku $wiatta fluorescencji przy kacie detekcji 6= 45°. Sa tez producenci tzw.
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uktadéw FLIM wstawiajacy w tym uktadzie analizator, ale ustawiony pod statym ka-
tem detekcji @ = 54,7°. Ponadto sa takze producenci instalujacy w uktadzie FLIM
pryzmat polaryzacyjny, rozdzielajacy rejestrowane swiatto fluorescencji na dwa sy-
gnaty o wzajemnie prostopadiej polaryzacji i histogram kinetycznego zaniku fluore-
scencji obliczany jest ze wzoru (2.20). W rzeczywistosci procedura ta koresponduje
do bezposredniego pomiaru zaniku kinetycznego pod katem detekcji 0= 54,7° (wzdr
(2.22)). Wida¢ z tego, ze takze konstrukcje tzw. modutéw FLIM, cho¢ maja stuzy¢
temu samemu celowi, bardzo réznia si¢ swoimi konstrukcjami i w rzeczywisto$ci sa
zrédlem rézniacych si¢ danych pomiarowych. Nie jest bowiem obojetne, w jakich
warunkach fizycznych dokonuje si¢ pomiaru kinetyki swiatta fluorescencji. Jest to
dowdd na to, ze producenci mikroskopéw, fabrycznie wyposazonych w uktady FLIM
oraz producenci samych uktadéw FLIM, nie zapanowali nad podstawami fizycznymi
tego typu pomiaréw. W rezultacie produkty przez nich oferowane w okresie co naj-
mniej ostatnich dwudziestu lat majg wade techniczng, wynikajaca z blednego rozu-
mienia optyki soczewek obiektywowych w kontekscie ich uzywania do spektroskopii
fluorescencyjnej w sSwietle spolaryzowanym. Zgodnie z tym co przedstawiliSmy
w tym opracowaniu [29, 30], w przeciwienstwie do tradycyjnej polaryzacyjnej spek-
troskopii fluorescencyjnej (Gng = 54,7°), w mikrospektroskopii fluorescencyjnej ist-
nieje przedzial wartosci katéw magicznych G, migdzy wartosciami 45° i 54,7° z za-
tozeniem, ze rozwazamy prébki makroskopowo izotropowe. To, jaka warto$é nalezy
przyja¢ za wilasciwy kat magiczny, zalezy od: (a) wielkosci efektywnej apertury nu-
merycznej NA/n, (b) od tego czy mikroskop wprowadza artefakty optyczne, (c) od
tego czy $wiatlo laserowe przed wejsciem do obiektywu ma jednorodny profil nat¢ze-
nia Swiatla, a takze (d) od tego czy sam obiektyw nie jest uszkodzony wskutek czeste-
go uzywania (defekty warstw dielektrycznych na zewngtrznej soczewce obiektywu).
Dla prébek makroskopowo uporzadkowanych, zgodnie ze wzorem (4.1), nie istnieje
zaden taki kat detekcji, w ktérym mozna dokonaé bezposredniego pomiaru kinetycz-
nego zaniku fluorescencji, proporcjonalnego do funkcji Ph().

Ograniczajac si¢ jedynie do uktadéw makroskopowo-izotropowych, zgodnie z tym
co przedstawiliSmy w tym opracowaniu, prawidlowy modul do czasowo-rozdziel-
czych badan fluorescencyjnych w $wietle spolaryzowanym, poza zZrenica (pinhole)
i zestawem detekcyjnym, powinien by¢ takze wyposazony w analizator, z mozliwo-
scig jego precyzyjnego ustawienia wzgledem kierunku polaryzacji $wiatta wzbudzaja-
cego. W naszym przekonaniu konstrukcja takiego modutu powinna umozliwiaé takze
dwukanatowa detekcje spolaryzowanego swiatla fluorescencji o wzajemnie prostopa-
dtych kierunkach polaryzacji. T¢ niezbedna uniwersalnos¢ uktadu pomiarowego moz-
na uzyska¢ przez dwutorowg konstrukcj¢ kanatu detekcyjnego, umozliwiajaca pomia-
ry z analizatorem obrotowym, a po zmianie toru detekcji umozliwiajaca jednoczesny
pomiar obu sktadowych spolaryzowanego $wiatta fluorescencji. Chcac uczynié taki
zestaw bardzo uniwersalnym (takze do pomiaréw na prébkach makroskopowo upo-
rzadkowanych) w mikroskopie powinny by¢ zainstalowane takze dwie diafragmy
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o zmiennych Srednicach, jak pokazuje to rysunek 4.1. Nalezy tutaj podkresli¢, ze
obrotowy analizator w kanale detekcyjnym jest konieczny dla rutynowego spraw-
dzania (lub kalibracji — metoda SAC) uzywanego ukladu mikrospektroskopowego,
myslac o realizacji badan do§wiadczalnych z zachowaniem pelnej kontroli nad tym
CO si¢ robi.

Material przedstawiony w tym opracowaniu stanowi rzeczywisty, naprawczy
wklad wiedzy do istniejacego stanu literatury, o prawie trzydziestoletniej ztej tradycji,
z obszaru mikrospektroskopii fluorescencyjnej, z jej wszelkimi odmianami (FLIM,
FREET, EAIM, FCS, FRAP, smFLIM, smEAIM oraz spFRET), a takze z jej prak-
tycznymi zastosowaniami w dziedzinie badan biologicznych, medycznych i na-
no(bio)technologicznych. Autor tego opracowania czgsto zastanawia si¢ nad tym,
ktére z osiagni¢é opublikowanych w czasopismach wymienionych we wstepie tego
opracowania (majacych impakt faktory od 10 do 40) powinny zostaé¢ zweryfikowane,
ale tym razem przy prawidlowo wykonanych badaniach mikrospektroskopowych.
Autor zastanawia si¢ takze nad tym, ile bardzo istotnych wynikéw badan nie zostato
opublikowanych, gdyz nie zgadzaly si¢ z przystowiowymi oczekiwaniami.

W materiale tym nie dyskutowaliSmy wielu innych waznych aspektéw czasowo-
-rozdzielczej mikro/nanospektrospii fluorescencyjnej. Bardzo istotnym elementem tej
techniki sa efektywne algorytmy numeryczne umozliwiajace szybkie i prawidiowe
analizy danych doswiadczalnych, sktadajacych si¢ z ogromnej liczby czasowo-
-rozdzielczych ,,punktéw pomiarowych”. Kazdy piksel obrazu fluorescencyjnego jest
w tej technice indywidualnym przypadkiem spektroskopii czasowo-rozdzielczej.
Obiecujacy technika optymalizacji danych mikrospektroskopowych wydaje si¢ opty-
malizator GA-MLR (Combined Genetic Algorithm and Multiple Linear Regression
Optimizer) [73]. Warto temu problemowi poswigci¢ troszkg wigcej uwagi.

Niestychanie istotnym problemem w mikrospektroskopii fluorescencyjnej jest tak-
ze problem szuméw, zwlaszcza biorac pod uwage, ze mierzone sygnaty w technice
skaningowej (o przestrzennej rozdzielczosci 3D) sa raczej niskie. Typowa liczba zli-
czen fotondw w obrazowaniu fluorescencyjnym materialéw biomedycznych jest na
poziomie kilkuset (100-500) zliczen fotonéw. W ostatnim okresie duza popularnos¢,
w obrébce obrazéw cyfrowych astrofizycznych, obrazéw rezonansu magnetycznego,
a takze w konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej znalazly transformaty Fisza'
[74] i Haara—Fisza [75-79]. Warto zatem zastanowi¢ si¢ nad glgbszym rozwazeniem
problemu zaszumienia sygnatéw fluorescencyjnych w obrazowaniu czasowo-rozdziel-
czym.

! Marek Fisz (1910-1963), polski matematyk, jeden z najlepszych polskich probabilistéw. Autor pod-
recznika do dzi$ uzywanego w kursach akademickich, w kraju i zagranica: Rachunek prawdopodobien-
stwa i statystyka matematyczna, PWN, 1954, 1958 i 1967, Probability theory and mathematical statistics,
J. Wiley, New York 1969.
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Pracujac nad tym opracowaniem, autor przestudiowat z wielkim zainteresowaniem
dwa wczesniejsze tomy serii Problemow metrologii elektronicznej i fotonicznej [80,
81], w ktérych przedstawiono kilka bardzo istotnych zagadnien fotonicznych, moga-
cych mie¢ bardzo istotne zastosowania w zakresie stacjonarnego i czasowo-
-rozdzielczego obrazowania wlasciwosci réznego typu osrodkéw organicznych, nie-
organicznych i hybrydowych. Duza cze$¢ zagadnien dyskutowanych w obu opraco-
waniach zbiorowych [80, 81] moze by¢ zaadaptowana do tematyki dyskutowanej w tej
pracy. Jest wielce prawdopodobne, ze adaptacje te moga prowadzi¢ do rzeczywiscie
nowatorskich wdrozen metrologii fotonicznej w dziedzinie nauk biologicznych, me-
dycznych i nano(bio)technologicznych. Warto tutaj zacytowac prace [82] omawiajaca
bardzo istotny tzw. problem odwrotny (ang. inverse problems), z zastosowaniem réw-
nania catkowego Fredholma pierwszego rodzaju. Praca ta jest bardzo systematyczna
dyskusja uwarunkowan formalnych pomiaréw posrednich. Wskazuje ona takze na
potencjalne zastosowanie tej metody do analizy obrazowania réznymi technikami
doswiadczalnymi. Metoda ta moze znalez¢ wrecz fundamentalne zastosowania w ana-
lizie obrazowania fluorescencyjnego, zwlaszcza we wzbudzeniach wielofotonowych
takze z rozdzielczoscia czasowa (problem analizy obrazéw w réznym czasie po wzbu-
dzeniu fluoroforéw).

W bardzo szczerym i glebokim przekonaniu, autor tego opracowania uwaza, ze
zdecydowanie potrzebna jest integracja polskiego srodowiska fotonicznego. Wspdlne
spotkania, dyskusje, a takze wspdlne projekty badawcze, moga przysporzy¢ nauce
polskiej wielu sukceséw na arenie migdzynarodowe;j.
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FLUORESCENCE MICRO/NANO-SPECTROSCOPY AND IMAGING
IN A CORRECT TREATMENT: NANO-METROLOGY

We here discuss a correct treatment for fluorescence micro/nano-spectroscopy with polarized light, at
the one- and multiphoton excitations, that correctly couples the principles of the optics of objective lenses
with the principles of fluorescence spectroscopy with polarized light. We discuss the confocal and wide-
field micro/nano-spectroscopy and also the case of evanescent-wave excitations probing the nanolayers of
organic, inorganic and hybrid media. We introduce the description of variable-aperture fluorescence
micro/nano-spectroscopy of optically thin planar-organized media.
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BADANIE WEASCIWOSCI MAGNETOOPTYCZNYCH
SWIATLOWODOW SPECJALNYCH TYPU D

W pracy przedstawiono badania nad $wiattowodami specjalnymi typu D. Struktura tych swiatlo-
wodéw zostala zaprojektowana tak, aby byla czula na pole magnetyczne. Sq to polaryzacyjne $wia-
ttowody widknistc zmicniajace swoje wlasciwosci polaryzacyjne w funkcji pola magnetycznego.
Wyniki (rezultaty badan) potwierdzajq istotnie wigkszg czulos¢ tych widkien niz dla swiattowodéw
typu step-index. Artykul zawiera réwniez analiz¢ numeryczng wlasciwosci polaryzacyjnych przed-
stawionych struktur.

1. SWIATEOWODY W TECHNICE SENSOROWEJ

Technika swiattowodowa ciagle dynamicznie si¢ rozwija od poczatkéw siggaja-
cych lat 70. zeszlego stulecia; przede wszystkim ze wzgledu na niezaprzeczalne zalety
telekomunikacyjne $wiattowodéw widknistych. Giéwnym motorem tego rozwoju jest
ciagle rosnace zapotrzebowanie na informacj¢, ktéra nalezy przestaé daleko i szybko.
Czg¢sto informacja moze by¢ wartos¢ jakiej$ wielkosci fub warto$¢ logiczna stanu.
Coraz czgéciej swiattowdd wykorzystuje si¢ do przesylania wielkosci mierzonych
przez réznego rodzaju systemy pomiarowe. Najprosciej wtedy, gdyby wielkos¢ ta od
razu byla zaszyfrowana w wigzce $wiatla. Wéwczas mozna, bez koniecznosci uzywa-
nia urzadzen elektronicznej obrobki sygnatu, przesyta¢ sygnat z urzadzenia pomiaro-
wego do miejsca akwizycji danych. Dobrze bytoby zatem, gdyby miernik umozliwiat
bezposredni pomiar optyczny, a najlepiej gdyby transmisja realizowana byla réwniez
z wykorzystaniem $wiattowodu. Z tych powoddéw, jakby automatycznie, zacz¢ly row-
nie dynamicznie rozwija¢ si¢ Swiattowodowe czujniki wielkosci fizycznych oraz
wielkosci chemicznych [1]. Jednak czy jest to wystarczajacy powdd, aby tworzyé
nowego typu czujniki? Czujniki optyczne sa czg¢sto odpowiednikami juz istniejacych

* Katedra Optoelektroniki, Politechnika Slqska.
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klasycznych sensoréw, majacych za soba wiele lat doswiadczef, badan i udoskonalei
oraz niejednokrotnie duze rozdzielczosci, znaczng niezawodnosé i stabilnos¢. Zasad-
niczym powodem wprowadzania $wiattowodowych (zwlaszcza — optycznych) czujni-
kéw jest ich izolacyjnosé. Z tym wiaze si¢ bezpieczenstwo uzytkowania w zakresie
wysokich napig¢ i prgdéw. Kolejnym powodem jest ich niewrazliwos¢ na elektroma-
gnetyczne pola zakidcajace, nawet o duzym natezeniu. W Swiecie metrologii, tak
ogromnie uzaleznionym od elektrycznosci, nieelektryczno$é czujnikéw $wiattowodo-
wych jest ich podstawowa i najwigksza zaleta [2].

Od lat 80. zeszlego stulecia rozwijane sg badania nad mozliwoscia wykorzystania
zjawisk magnetooptycznych w swiattowodach widknistych, ktére mogtyby petnié role
czujnikéw pola magnetycznego lub pradu [3-8] (te ostatnie w rzeczywistosci réwniez
sq czujnikami pola magnetycznego wytwarzanego wokét przewodnika z pradem).
Najwigkszy nacisk ktadzie si¢ na tzw. optyczne przekladniki pradowe, czyli optyczne
czujniki pradu stosowane w elektroenergetyce w systemach zabezpieczen linii $red-
niego i wysokiego napiecia (110 kV). Izolacyjnosé¢ widkien optycznych oraz ich nie-
wielki rozmiar ma kluczowe znaczenie dla ich metrologicznych zastosowan w prze-
mysle elektroenergetycznym [7].

Caly czas nieliczne sg rozwigzania komercyjne swiattowodowych czujnikéw pra-
du. Niska czutosé¢ magnetooptyczna, wptyw temperatury i drgain mechanicznych na
sygnat pomiarowy obnizaja poziom zaufania do tych rozwigzan [8-10]. Swiattowo-
dowe czujniki pradu ciagle jeszcze pracuja obok klasycznych przekladnikéw prado-
wych, begdacych podstawowym punktem odniesienia dla systemdw zabezpieczen.
Zachodzi zatem potrzeba intensywnego rozwoju technik $wiattowodowych, ktére
mogtlyby zapewnié szersze zastapienie klasycznych przektadnikéw pradowych, a takze
napieciowych, ktére sg kosztowne i stwarzaja potencjalne niebezpieczenstwo poraze-
nia pragdem elektrycznym personelu obstugi.

Od wielu lat prowadzone sg badania nad mozliwoscig wykorzystania swiattowo-
déw dwdjtomnych w technice pomiarowej. Gléwne dziedziny zastosowan to pomiary
naprezen, cisnienia, masy, drgan, odksztatcent elementéw konstrukcyjnych (réwniez
jako czujniki z tzw. roztozong detekcja) [11-15].

Problem optoelektronicznych sensoréw réznych wielkosci fizycznych oraz wielko-
sci chemicznych jest od ponad dwudziestu lat rozwijany w katedrze optoelektroniki,
wezeéniej — w Zakladzie Optoelektroniki Instytutu Fizyki Politechniki Slaskiej w Gli-
wicach. W katedrze optoelektroniki powstato w tym czasie kilka oryginalnych i war-
tosciowych rozwiazan sensoréw optoelektronicznych — sensoréw wykonanych zaréw-
no w technice swiattowodéw widknistych, jak réwniez w technice optyki planarnej
i zintegrowanej.

Realizowane badania nad wykorzystaniem wiékien dwdjlomnych w sensoryce
zainspirowaly pytanie: czy $wiatlowody dwdjtomne moga mieé ciekawe wiasciwosci
magnetooptyczne? Czy $wiattowody dwdjtomne moga zostaé wykorzystane do kon-
strukcji czujnika pola magnetycznego? Postawione pytanie stato sig inspiracja do kon-
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strukcji nowego typu widkna, ktére powstato we wspdlpracy z Pracownia Technologii
Swiattowodéw Uniwersytetu Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie. Ze wzgledu na
charakterystyczna geometri¢ tzw. plaszcza swiattowodu wytworzonych widkien, na-
zwano je §wiattowodami specjalnymi typu D.

2. PLASKA FALA ELEKTROMAGNETYCZNA
W OSRODKU MATERIALNYM

2.1. STAN POLARYZACII FALI ELEKTROMAGNETYCZNEJ
W OSRODKU MATERIALNYM

Zjawiska magnetooptyczne przede wszystkim polegaja na wplywie zewngtrznego
pola magnetycznego na stan polaryzacji propagujacej si¢ w osrodku fali elektroma-
gnetycznej.

Ptaska falg elektromagnetyczng w o$rodku materialnym (dielektrycznym i niema-
gnetycznym) mozna wyrazi¢ przez dwie skladowe natgzenia pola elektrycznego

E . =m cos(wt)

2.1
E, =m, cos(wt+0) @D

gdzie: § = &y — oy jest efektem unormowania, tzn. sprowadzenia fazy poczatkowej
Sor sktadowej E, wektora nat¢zenia pola elektrycznego do zera (dla czasu ¢t = 0 natg-
zenie pola elektrycznego E, = 0).

W celu opisania polaryzacji nalezy pokaza¢ uporzadkowanie w postaci rzutu
wektora E na ptaszczyzne prostopadly do kierunku rozchodzenia si¢ fali. Wowczas
otrzymuje si¢ obraz kreslony przez koniec wektora pola elektrycznego. Aby tego do-
konaé, nalezy z réwnan (2.1) wyrugowad czas ¢ bedacy parametrem tego ukiadu. Jest
to nieskomplikowany problem matematyczny, w wyniku ktérego otrzymuje si¢ tzw.
réwnanie elipsy stanu polaryzacji w postaci [11]

E? E E E}

2—"—ycos§+——y2~=sin2§ (2.2)

2
m;  m,m, m,

Od amplitud m, i m, zalezy ksztalt elipsy, natomiast od kata o zalezy ksztalt i azy-
mut elipsy stanu polaryzacji pokazanej na rysunku 2.1.

Kiedy réznica faz & = 90° oraz m, = m,, z elipsy stanu polaryzacji otrzymuje si¢
réwnanie okregu (polaryzacja kotowa). Dla & = 0° otrzymuje si¢ réwnanie prostej
(polaryzacja liniowa). Podstawowymi parametrami opisujgcymi stan polaryzacji sa:
azymut i kat eliptycznosci ¥ ktore sa zaznaczone na rysunku 2.1. Okreslaja one jed-
noznacznie rodzaj polaryzacji (liniowa, kotowa, eliptyczna) oraz kat skrgcenia stanu
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polaryzacji. Dla opisu elipsy stanu polaryzacji definiuje si¢ réwniez eliptycznos¢, kat
przekatnej oraz skretno$é opisujaca kierunek skrecenia si¢ wektora natgzenia pola
elektrycznego [1].
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Rys. 2.1. Elipsa stanu polaryzacji: &— azymut, - kat eliptycznosci, 5 — kat przekatnej
Fig. 2.1. Ellipse of the state of polarization: e~ azimuth, y— angle of ellipticity, £ - diagonal angle

Z réwnania elipsy stanu polaryzacji (2.2) wynikaja wprost zaleznosci na parametry
stanu polaryzacji.

Po przeksztalceniach, otrzymuje si¢ wyrazenia na:
kat eliptycznosci ¥

. 2mm,
sin2y =———2>-sind (2.3)
m; +my
oraz kat azymutu ¢ stanu polaryzacji
2m m
tg2a =———=-cosd (2.4)
m;+my

Wzory (2.3) oraz (2.4) sa bardzo wazne i uzyteczne praktycznie, gdyz w rzeczywi-
2

y oraz kata

stosci pomiarowej mozliwe jest wyznaczenie kwadratéw amplitud m? i m

przesuniecia d. Tym samym wzory te ulatwiaja wyznaczenie z pomiaréw parametry
stanu polaryzacji.

Dwdéjtomnosé naturalna, zwana réwniez dwéjlomnoscia postaci, jest zwigzana
z anizotropia wilasciwosci optycznych osrodka niepoddanego zadnym zewnetrznym
oddziatywaniom [16-18]. Anizotropia optyczna osrodka wynika z réwnania materia-
towego, wiazacego sktadowe indukcji elektrycznej D; ze skladowymi nat¢zenia pola
elektrycznego Ej, w ktérym przenikalno$¢ elektryczna w ogdlnym przypadku jest ten-
sorem drugiego rzedu [19, 20].

Z analizy efektu dwéjtomnosci optycznej wynika [21-23], ze w danym kierunku
fali w osrodku dwdjtomnym moga rozchodzi¢ si¢ dwie fale o réznych predkosciach,
spolaryzowane liniowo. Nazywane sg one falami wlasnymi [24]. Polaryzacje tych fal
sq do siebie prostopadie. Fakt mozliwosci rozchodzenia si¢ w osrodku dwéch fal
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(o réznych wspétczynnikach zatamania) powoduje, ze w os$rodku dwdéjlomnym fale
zalamuja si¢ pod innymi katami. (Na tej zasadzie dziala wiele wspétczesnych polary-
zatoréw pryzmatycznych liniowych, jak: pryzmat Nicola, pryzmat Glana czy pryzmat
Wollastona [25, 26].)

Gdy fala pada na osrodek prostopadle, wowczas obie fale biegng ta sama droga
i przy wyjsciu interferuja ze soba. Réznica predkosci ich propagacji powoduje, ze fale
te sq przesuniete wzgledem siebie w fazie. W wyniku interferencji na wyjsciu w za-
leznosci od réznicy faz miedzy falami wlasnymi powstaje fala o polaryzacji liniowej,
eliptycznej lub kotowe;j.

2.2. MAGNETOOPTYCZNY EFEKT FARADAY’A

Magnetooptyczny efekt Faradaya polega na zmianie dwdjlomnosci osrodka, wywo-
anej polem magnetycznym [6, 10, 18]. Jak wynika z analiz prowadzonych w ramach
optyki molekularnej [25], w zewnetrznym polu magnetycznym tensor przenikalnosci
elektrycznej ma postaé (w zaloZeniu, ze wektor natgzenia pola magnetycznego H jest
skierowany zgodnie z kierunkiem osi 2):

e -ig, O
(e]l=|-ie, € 0|, gdzie e=n>, g<<e& (2.5)
0 0 ¢

Analiza propagacji fali elektromagnetycznej wprowadzonej do takiego osrodka
pokazuje, ze osrodek ten charakteryzuje si¢ dwdjlomnoscia kolowa. Skrecenie Ao
kierunku drgan wektora E fali elektromagnetycznej po przejsciu drogi ! (wzgledem
kierunku wejsciowego) wynosi [25]

nl,, mle

doa=—4qan=

7 P cosd (2.6)

Na gruncie optyki molekularnej wiadomo [10, 18], ze skladowa tensora przenikal-
nosci elektrycznej & zalezy liniowo od natezenia zewngtrznego pola magnetycznego:
& = keH, gdzie k¢ jest stata materiatowa. Kat skrgcenia ptaszczyzny polaryzacji zatem
wyraza sie wzorem

Aa:"ﬁ—/’{mcow=vﬂmcose @7
n

gdzie V), :l%_;'r nazywa si¢ stalg Yerdeta wyrazang w rad A
n

, charakteryzujaca czu-

to$¢ magnetooptyczng osrodka. Czgsto w literaturze spotyka si¢ zaleznos$¢ na skrece-
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nie plaszczyzny polaryzacji wyrazona przez indukcj¢ pola magnetycznego. Wowczas
wyrazenie (2.7) przyjmuje postaé

doa =V, BlcosO (2.8)

(V [rad/Tm]) réwniez nosi nazwe stalej Verdeta).

Z wyrazenia (2.8) wnioskuje si¢, ze efekt Faradaya jest najsilniejszy gdy
6 = 0, tzn. gdy kierunek propagacji $§wiatta jest réwnolegty do linii sit pola ma-
gnetycznego.

Istotng cechg tego efektu jest jego nicodwracalnosé. Znaczy to, ze powstate w wy-
niku tego zjawiska skrgcenie nie moze by¢ skompensowane (odwrécone do stanu
pierwotnego), gdy promien zostanie powtérnie zawrécony w obszar dzialania pola
magnetycznego tak, Zze bedzie poruszat si¢ w tych samych warunkach i w tym samym
kierunku, lecz w przeciwnym zwrocie. Skrecenie polaryzacji bedzie odbywato sig
w przeciwnym kierunku, jednak zawrdcony promien be¢dzie miat ptaszczyzng polary-
zacji obrécona w przeciwnym kierunku niz poprzednio. Z tego powodu skrecenie nie
zredukuje sig, lecz sig podwoi.

Rys. 2.2. llustracja zjawiska nieodwracalnosci efektu Faraday’a
Fig. 2.2. Inversibility of the Faraday Effect

Dzieje sig tak dlatego, ze promien ma skrecenie plaszczyzny polaryzacji wzgledem
wiasnego zwrotu propagacji, a po zawrdceniu zmienia si¢ zwrot propagacji. Zachowa-
nie to ilustruje rysunek 2.2, gdzie linia przerywang zaznaczono ideowo zawrdcenie
promienia, kiére moze si¢ odbywa¢ przez odbicie (tak jak dzieje si¢ to w komdrkach
Faradaya) lub zawrdcenie toru Swiattowodowego, gdy mamy do czynienia np. z widk-
nami swiattowodowymi.
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W tabeli 2.1 przedstawiono czulo$ci magnetooptyczne (stale Verdeta) niektérych
cial materialnych [26, 27].

Tabela 2.1. Stale Verdeta wybranych materialéw
Table 2.1. The values of Verdet constants for sellected materials

Osrodek Stala Verdeta [rad/Tm} Osrodek Stata Verdeta [rad/Tm]

Woda 3,78 Kwarc 4,84

Alkohol etylowy (25 °C) 3,23 Y;FesOy, (D = 700 nm) 6457,7
Dwusiarczek wegla (18 °C) 12,51 S61 kamienna 10,04

CS, 12,57 Bromek potasu 12,37

Szklo SF3 18,3 Szklo flintowe — min. 17,45

Szklo SF22 30,85 Szklo flintowe — max. 26,18

Kalcyt 5,52 Woddr (cisn. 1000 Pa) 0,000538

2.3. MAGNETOOPTYCZNE ZJAWISKO COTTONA-MOUTONA
1 ZJIAWISKO VOIGHTA

Swiatto, przechodzac przez oérodek umieszczony w zewnetrznym polu magne-
tycznym o kierunku linii sit prostopadtym do kierunku rozchodzenia si¢ swiatta, do-
znaje podwdjnego zatamania. Taka magnetyczna dwdéjlomnosé, obserwowana w cie-
czach i ciatach statych, nosi nazwe zjawiska Cottona—Mutona, natomiast w gazach
i parach zjawiska Voigta {27].

Obecnie najwieksze znaczenie ma badanie tego zjawiska w ciatach stalych,
zwlaszcza w pSiprzewodnikach, magnetykach i cieczach magnetycznych [18, 22].

Po przejsciu $wiatla liniowo spolaryzowanego przez osrodek znajdujacy si¢ w ze-
wngtrznym polu magnetycznym, w wyniku magnetycznej dwdjlomnoscei, nastgpuje
przesunigcie w fazie miedzy falami wlasnymi osrodka (o ortogonalnych polaryzacjach
liniowych). Wielkos¢ tego przesuniecia wyrazona w fazie & w efekcie Cottona—Mouto-
na przedstawia si¢ zaleznoscia:

§=C,lH? (2.9)

gdzie [ jest drogg geometryczng $wiatta w osrodku, H — natgzeniem zewngtrznego
pola magnetycznego (prostopadiego do kierunku propagacji wiazki $wiatta), Ce, —
stala materiatowa zwana stata Cottona—Moutona.

Efekt magnetycznej dwdjtomnosci w §wiattowodach widknistych, wywotany zja-
wiskiem Cottona—Mutona, jest niemierzalnie maly. Wynika to z tego, ze zewngtrzne
pole magnetyczne w tym efekcie rozciaga si¢ w kierunku poprzecznym swiattowodu.
Dla $wiattowodéw jednodomowych jest to odcinek ponizej 10 um. Przy dziataniu
pola magnetycznego na tak niezwykle krétkim odcinku, nawet w silnych polach ma-
gnetycznych (rzedu 10° A/m), nie obserwowano zadnego skrecenia plaszczyzny pola-
ryzacji fali propagujacej si¢ we widknie.
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3. SWIATEOWODY WEOKNISTE

Swiattowody wiSkniste sq wykorzystywane w telekomunikacji juz od lat 70. XX w.,
chociaz poczatki teorii prowadzenia $wiatta w o$rodkach cylindrycznych byly znane
w XIX wieku. Rozwdj techniki $wiattowodowej byl w poczatkowym okresie przede
wszystkim nastawiony na zastosowania telekomunikacyjne. Szybki rozwdj technologii
wytwarzania wiékien doprowadzit do znacznego obnizenia ich ttumiennosci. W 1970 r.
firma Corning produkowata §wiattowody o ttumiennosci 20 dB/km. Obecnie wytwa-
rzane sg na skal¢ przemystowa swiattowody o tlumiennosei ponizej 0,2 dB/km dla
dtugoscei fali 1,55 um [30].

Swiatlowody widkniste wypieraja stara infrastrukture telekomunikacyjng oparta na
przewodach miedzianych, gdyz sg mate (ok. 0,25 mm S$rednicy), lekkie (1 km bez
pokrycia wazy ok. 27 g), elastyczne (min. prom. zgigcia 4,5 cm), niewrazliwe na za-
kiécenia elektromagnetyczne, nie powoduja iskrzenia oraz s odporne chemicznie.
Najwazniejsze sg jednak ich zalety transmisyjne. Ttumienie sygnatu w $wiattowodzie
jest znacznie nizsze niz w kablach miedzianych (ok. 2 dB/km dla 1 MHz) [31]. Maja
znacznie szersze pasmo przenoszenia — teoretycznie do 1 THz. W praktyce do okoto
kilkudziesieciu GHz. Ttumienno$¢ widkien jednomodowych dla dtugosci fali 1,55 um
jest praktycznie stata i wynosi mniej niz 0,2 dB/km. (Kable miedziane w tej czgstotli-
wosci maja ttumienno$é na poziomie 10* dB/km.)

Réwnoczesnie z rozwojem swiatlowodéw telekomunikacyjnych zaczyna si¢ réw-
niez rozwdj technik $wiattowodowych w sensoryce. Ze wzgledu na odpornos$¢ witdkna
szklanego na czynniki zewnetrzne (pola elektromagnetyczne, zaktécenia mechaniczne,
substancje chemiczne) zaréwno czujniki wielkosci fizycznych, jak i czujniki chemicz-
ne coraz czesciej wykonywane sa z wykorzystaniem swiattowodéw. Wsréd tych czuj-
nikéw sa réwniez czujniki magnetooptyczne [3, 32-38].

Ze wzgledu na budowe, swiattowody widkniste mozna podzieli¢ na szklane, poli-
merowe, szklane pokryte polimerami oraz fotoniczne [28, 30, 39]. Ze wzgledu na
wlasciwosci transmisyjne wazny jest rozklad wspélczynnika zatamania w przekroju
poprzecznym widkna. Wyrdznia sig tutaj:

e $wiattowody o skokowym rozkladzie wspétczynnika zatamania (tzw. $wiattowo-
dy typu step-index),

o Swiattowody o ciaglym rozkladzie wspdtczynnika zalamania rdzenia (tzw. $wia-
ttowody gradientowe).

Kolejnym waznym transmisyjnym kryterium podziatu jest liczba prowadzonych
moddéw. Wyrdznia sig tutaj Swiattowody:

¢ jednomodowe,

¢ wielomodowe.
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3.1. SWIATLOWODY DWOJLOMNE

Badanie magnetooptycznego efektu Faradaya mozliwe jest tylko w $wiattowodzie
jednomodowym o skokowym profilu wspéiczynnika zalamania rdzenia i ptaszcza.

Dyspersja miedzymodowa s$wiattowodéw wielomodowych powoduje nie tylko
»rozmycie” sygnatu natgzeniowego, ale réwniez ,,rozmycie” polaryzacji Swiatta. Po-
woduje ono przypadkowg faze sygnatéw na wyjsciu, przypadkowe sprzg¢zenia modéw
oraz to, ze kazdy mod wychodzi pod innym katem. Uniemozliwia to detekcjg¢ stanu
polaryzacji.

We widknie jednomodowym typu ,step-index” w rzeczywistosci propaguja sig¢
dwa mody polaryzacyjne z ta sama predkoscia. Niejednorodnosci geometryczne, natu-
ralna anizotropia optyczna lub anizotropia wymuszona powoduja, ze efektywne
wspotczynniki zatamania modéw polaryzacyjnych neg, i 11err, przestaja by¢ sobie row-
ne. Swiattowéd staje si¢ zatem dwéjtomny. Przypadkowa dwéjtomnosé indukowana
lub spowodowana optycznymi niejednorodnosciami we widknie jest efektem niepoza-
danym, pasozytniczym. Odpowiada ona za dyspersje polaryzacyjng [29, 31]

a) b) c) d)

rdzen

obszary
wywolujace
naprezenia

plaszcz

Rys. 3.1. Swiatlowody dwéjlomne: a) z eliptycznym rdzeniem,
b) z eliptycznym plaszczem, ¢) typu ,,Bow-Tie”, d) typu ,,Panda”
Fig. 3.1 The birelringent optical fibres: a) with the elliptical core,
b) with the elleptical cover, ¢) the ,,Bow-Tie"” type, d) the ,,Panda” type

Duza dwdjtomnos¢ widkien, wynikajaca z asymetrii rozktadu wspdtezynnika za-
famania lub z istniejacych we widknie wewngtrznych naprezen, jest wykorzystywana
do utrzymywania stanu polaryzacji w §wiatlowodzie (rys. 3.1). Swiattowody te nazy-
wa si¢ swiattowodami utrzymujacymi polaryzacje (PMF — Polarisation Maintaining
Fiber) lub $wiattowodami o duzej dwdjlomnosci (HB — High Birefringence). Zjawi-
sko utrzymywania stanu polaryzacji wynika z tego, iz duza dwéjlomno$¢ wewnetrzna
wldkna powoduje duzg réznice efektywnych wspétezynnikéw zatamania modéw pola-
ryzacyjnych. Znaczaco utrudnia to sprzgganie si¢ modow [28, 30].

Swiattowody dwéjlomne mozna podzieli¢ na dwie podstawowe grupy [11, 37, 38]:

e swiattowody z dwdjlomnoscia ksztaltu,

e swiattowody z dwdjlomnoscia naprgzeniowa.
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Dla s$wiattowodéw jednomodowych wprowadza sig tzw. wzgledng dwéjlomnosé,
zdefiniowang nastepujaco [29]:
BB _58
B B
gdzie: B = (B, + B2, 9B = B, - P B. B, — stale propagacji odpowiednich modéw
polaryzacyjnych. (Stala propagacji okresla rzut wektora falowego k na kierunek osi

wlékna ,,z”.) Stata propagacji jest powigzana z efektywnym wspdlczynnikiem zata-
mania w nastgpujacy sposob:

B

GB.1)

2
2

B=kyn., gdzie: ky= (3.2)

<) d=0"  5=45"  &=90"  5=135" 8=180" §=2287 §=270° $=315" S=i60

Rys. 3.2. llustracja zjawiska zdudnienia ortogonalnych modéw polaryzacyjnych swiatla
propagujacecgo sig w dwdjlomnym swiatlowodzie wiéknistym: a) rdzen widkna,
b) stan polaryzacji $wiatla w danym miejscu rdzenia, c) przebieg natgzenia pola elekirycznego
ortogonalnych modéw polaryzacyjnych
Fig. 3.2. Prezentation of the beat effect of the orthogonal polarimetric modes
propagated into the birefringent optical fiber

Wprowadzenie do widkna §wiatta spolaryzowanego liniowo o polaryzacji zgodnej
z technologicznie wprowadzong asymetrig (rys. 3.1) spowoduje zachowanie stanu
polaryzacji i na wyjsciu rejestruje si¢ rowniez polaryzacje liniowa. Jednak gdy stan
polaryzacji wejsciowej nie pokrywa si¢ z osia asymetrii, wowczas jedng czeéé $wiatla
prowadzi mod polaryzacyjny /., a druga cze$¢ mod polaryzacyjny f,. Réznica statych
propagacji o = f, — fB; za pomoca rozchodzenia si¢ $wiatla we widknie skutkuje réz-
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nica faz migdzy modami S, i B, ktéra zmienia si¢ w sposéb ciagly od 0 do 2. Po-
wstaje tzw. zdudnienie, gdy fazy modéw polaryzacyjnych sa zgodne (rys. 3.2). Odle-
glos¢ przestrzenna migdzy jednym i drugim zdudnieniem nazywa si¢ drogg zdudnien
L, i wyraza si¢ zaleznoscia:

T
b op §llcff’

Jest to jeden z najwazniejszych parametréw charakterystycznych dla $wiatto-
wodéw dwdjtomnych, ktéry wyznacza si¢ eksperymentalnie. W praktyce $wiatto-
wody dwdjtomne z dwdjtomnoscia napr¢zeniowg maja droge zdudnien na pozio-
mie L, = 1 mm.

gdzie: Onye =nyg —ngy, (3.3)

3.2. DW()JLQMNOS(: INDUKOWANA
W JEDNOMODOWYCH SWIATEOWODACH WELOKNISTYCH

Podobnie jak dla fali ptaskiej w osrodku nieograniczonym [1], wymuszona dwdj-
tomno$¢ w swiattowodach widknistych o skokowym profilu wspétczynnika zatamania
jest wywolywana podobnymi czynnikami: naprgzeniami (lub deformacja), polem
elektrycznym oraz polem magnetycznym.

Efekt fotosprezysty, polegajacy na powstawaniu dwéjtomnosci widkna pod wptywem
napr¢zen (efekt piezooptyczny) lub deformacji (efekt elastooptyczny), opisuja zaleznosci
[39-41]. Wibkno optyczne w praktyce podlega réznego rodzaju deformacjom, ktére moga
wystepowaé pojedynczo lub kolektywnie. Typowymi deformacjami, na jakie jest narazo-
ny swiattowdd, to: zginanie, zgniatanie, skrecanie i rozciaganie [41-43].

W przypadku efektéw magnetooptycznych i elektrooptycznych, takich jak efekt
Faradaya i efekt Kerra [42, 43], dwdjlomnos¢é wynikajaca z obecnosci pdl magnetycz-
nych lub elektrycznych jest zwiazana z wiasciwosciami materialowymi wtékna. Opis
tych zjawisk we widknie swiattowodowym jest podobny do opisu w osrodkach nie-
ograniczonych [10, 29-32].

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze w $wiattowodach moga pojawiaé si¢ rézne-
go rodzaju efekty wymuszonej dwdjtomnosci (efekty polaryzacyjne), ktére moga wy-
stepowac jednoczesnie.

Autorzy w niniejszej pracy starali koncentrowad si¢ na wtasciwosciach magneto-
optycznych widkna specjalnego typu D [36-38]. Propagacja swiatla we widknie typu D
moze byé zaklécona przez inne efekty wymuszonej dwdjtomnosci. Kazdy z tych
efektéw jest (mniej lub bardziej) zalezny od warunkdéw zewnetrznych, w tym przede
wszystkim od temperatury.

Nalezy takze podkreslié, ze w pracy pominigto problem dyspersji efektéw wymu-
szonej dwdjtomnosci, a wigc rowniez dyspersji statej Verdeta w efekcie Faradaya. Jest
to ztozony problem. Problem ten byt szczegdlnie trudny w badanych w niniejszej pra-
cy Swiattowodach specjalnych typu D.
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W analizie dwéjtomnosci indukowanej autorzy nie mogli odnies¢ si¢ do rozwazan
przedstawionych w innych publikacjach, gdyz nie ma doniesien w literaturze o propa-
gacji swiatta we wiéknach typu D.

3.3. PRZEGLAD WYKORZYSTANIA ZJAWISK MAGNETOOPTYCZNYCH
W SENSORYCE

Najpopularniejszym efektem magnetooptycznym jest odkryty w polowie XIX w.
efekt Faradaya [1, 44]. Dokladnie 13. wrzesnia 1845 r. genialny angielski fizyk
Michael Faraday odkryt zjawisko magnetooptyczne, ktére pdzniej nazwano jego
imieniem. Faraday zaobserwowal to zjawisko w plytce ze szkta borokrzemowego
[22]. Wprowadzit do ptytki swiatlo spolaryzowane liniowo i obserwowal jego natgze-
nie na wyjsciu, po przejsciu przez pryzmat Nikola. Zauwazyt, ze wprowadzenie pola
magnetycznego wzdtuz kierunku promieni $wietlnych powoduje zmiang¢ natgzenia na
wyjsciu, natomiast wprowadzenie pola magnetycznego prostopadle nie powoduje tego
efektu. Tym samym Faraday sformutowal zalezno$¢ (patrz wzér (2.8)) na skregcenie
polaryzacji $wiatta w funkeji pola magnetycznego (Faraday nigdy nie podat zaleznosci
o= f(B) w postaci analitycznej).

Badania efektu Faradaya w réznych os$rodkach materialnych prowadzone sg juz od
ponad 150 lat. Literatura tego problemu jest bardzo bogata. Otrzymane wyniki sg po-
wszechnie znane, maja juz najczgsciej charakter podrgcznikowy.

Celem prezentowanych badan bylo rozeznanie mozliwosci opracowania sensora
pola magnetycznego, opierajac si¢ na zaproponowanych $wiattowodach specjalnych,
ktéry mogiby znalezé zastosowanie w monitorowaniu zmian pola magnetycznego
w urzadzeniach elektroenergetycznych.

Z tego powodu dokonano przegladu mozliwosci wykorzystania efektéw magneto-
optycznych w swiattowodowych sensorach zaréwno pola magnetycznego, jak réwniez
sensorach pradu elektrycznego. Zastosowanie $wiattowoddéw w sensorach optoelek-
tronicznych stanowig podstawowy kierunek badan prowadzonych w katedrze opto-
elektroniki, wczesniej — w Zakladzie Optoelektroniki Instytutu Fizyki Politechniki
Slaskiej.

Wykorzystanie efektu Faradaya w konstrukcji tzw. magnetooptycznych przektad-
nikéw pradowych sigga lat pigédziesigtych dwudziestego stulecia. Wéwczas firma
Merlin—Gerin [2] wykonala prototyp takiego urzadzenia na szkle flintowym. Kolejny
wazny etap rozwoju czujnikéw magnetooptycznych wigze sie z okresem dynamiczne-
go rozwoju techniki swiattowodéw widknistych. Swiatkowody widkniste otworzyly
nowe mozliwosci wykorzystania zjawisk magnetooptycznych, w tym w szczegdlnosci
zjawiska Faraday’a (pomijajac ogromnga grupeg izolatoréw i modulatoréw magnetoop-
tycznych wykorzystywanych w telekomunikacji). W tej grupie wyrézni¢ mozna
przede wszystkim czujniki pola magnetycznego oraz czujniki pradu, w wigkszosci
wykorzystywane w elektroenergetyce jako tzw. magnetooptyczne przekiadniki pra-
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dowe [2]. Dynamiczny rozwdj magnetooptycznych przektadnikéw pradowych [7] jest
datowany od poczatku lat 80. XX wieku. W pézniejszych latach pojawiajq si¢ réwniez
czujniki pola magnetycznego wykorzystujace swiattowody widkniste [4, 43—46].

Z doniesien literatury wynika, ze czujniki magnetooptyczne mozna podzieli¢ na
dwie podstawowe grupy: czujniki pola magnetycznego i czujniki pradu. Sledzac lite-
ratur¢ mozna zauwazy¢ rézne rozwigzania i konfiguracje czujnikéw wykorzystujacych
oddziatywania optyczne w detekcji pola magnetycznego i pradu. Z tego powodu za-
proponowany podziat czujnikéw magnetooptycznych i przyjete kryteria tego podziatu
beda jedna z wielu mozliwosci. Sa subiektywng préba usystematyzowania optycznych
czujnikéw pola magnetycznego (rys. 3.3).

N
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ziem rzadkich

Rys. 3.3. Podzial optycznych czujnikéw pola magnetycznego
Fig. 3.3. Classification of the optical magnetic field sensors

Ze wzgledu na zainteresowanie autoréw metrologia p6l magnetycznych z wyko-
rzystaniem struktur swiattowodowych, szczegdlnie wiékien optycznych, w pracy sku-
piono si¢ przede wszystkim na czujnikach swiattowodowych. Beda to réwniez czujni-
ki wykorzystujace inne efekty, jak np. magnetostrykcja, czy przemieszczenie
wplywajace na parametry prowadzonej w czujniku fali §wietlnej [47].

Ze wzgledu na konfiguracje czujnika mozna wyrézni¢ czujniki interferencyjne,
polarymetryczne oraz natgzeniowe. W literaturze przewazajq czujniki polarymetrycz-
ne oraz interferencyjne, oparte w gtéwnej mierze na interferometrze Macha-Zhendera
[43, 48] oraz interferometrze Sagnaca [49].

Najwazniejszym elementem czujnika jest jego gtowica. Mozna wyrézni¢ dwa pod-
stawowe typy glowic: $wiattowodowe i objetosciowe [7]. Termin ,,0bj¢tosciowe”
oznacza o$rodki, ktérych wymiary poprzeczne wzgledem propagujacej si¢ wiazki
$wiatla sg wielokrotnie wigeksze od drogi geometrycznej $wiatta w os$rodku. Do czuj-
nikéw $wiattowodowych autor zalicza zaréwno rozwiazania, w ktérych glowica czuj-
nika zbudowana jest z widkna optycznego oraz te, w ktérych glowice umieszczono na
koncéwcee widkna optycznego.
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Waznym kryterium podziatu jest zjawisko fizyczne wykorzystane w czujniku. Jak
juz wspomniano, w sensorach magnetooptycznych przede wszystkim wykorzystywa-
ny jest efekt Faradaya [3, 50, 51], dalej efekt magnetostrykcyjny {5, 48, 52]. W dzie-
dzinie $wiattowodowych czujnikéw pola magnetycznego pojawily si¢ (wedlug donie-
sien z literatury) réwniez rozwiazania wykorzystujace uktady mikromechaniczne [47].

Sledzac literature, mozna dostrzec, Ze intensywnie poszukuje si¢ nowych materia-
téw do zastosowania w czujnikach magnetooptycznych. Jak juz wspomniano, wséréd
materiatéw czutych magnetooptycznie najwigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ gra-
naty zelazowe ziem rzadkich [53-58] oraz szkio flintowe z réznymi domieszkami
[59-61]. W przypadku granatéow podstawowym problemem jest wplyw temperatury
na wartos¢ statej Verdeta [56, 57]. Natomiast w sensorach opartych na widknie swia-
ttowodowym dodatkowo dochodzi problem wptywu zaburzen w postaci deformacji
i naprezen wywotanych warunkami zewnetrznymi [9, 62—64].

3.3.1. OPTYCZNE CZUJNIKI POLA MAGNETYCZNEGO
Z WYKORZYSTANIEM GRANATOW ZELAZOWYCH ZIEM RZADKICH

Granaty zelazowe ziem rzadkich sg materiatami ferromagnetycznymi transparent-
nymi dla $wiatta widzialnego. Jak wynika z tabeli 2.1, charakteryzuja si¢ one stalg
Verdeta o bardzo duzej wartosci (na poziomie 10° [rad/T*m)]). Dzigki temu mierzalne
sa skrecenia plaszczyzny polaryzacji swiatla dla geometrycznej drogi optycznej na
poziomie jednego milimetra. Jest to niezwykle atrakcyjny materiat do zastosowania
w czujnikach pola magnetycznego i pradu. Niestety, pozostaje problem niestabilnosci
chemicznej oraz wptywu temperatury na ich wiasciwosci [56]. Technologie produkcji
tych materiatéw sa stale rozwijane i udoskonalane ze wzglgdu na wysoka wartos¢
statej Verdeta. Wazng zaleta tych materiatéw jest krétki czas odpowiedzi, siggajacy
107 sekundy [46, 54, 55].

soczewki
$wiatlowod sferyczne

polaryzator
wejscie : granat 5 mm

justro analizator
obudowa

20 mm

Rys. 3.4. Swiallowuduwy czujnik pola magnetycznego zaproponowany w pracy [55]
Fig. 3.4. The optical fibre sensor of magnetic fieled, presented in [55]

Opierajac si¢ na tych materiatach, zostaty zbudowane magnetooptyczne przeklad-
niki pradowe oraz czujniki pola magnetycznego. Przekladniki pradowe realizuje si¢



207

przez umieszczenie granatu w poblizu przewodnika z pradem elektrycznym. Najczg-
Sciej wiazke swiatta do glowicy czujnika doprowadza si¢ swiattowodem wielomodo-
wym. Woéwczas w glowicy umieszcza si¢ polaryzator i analizator [57]. Réwniez czuj-
niki pola magnetycznego cz¢sto maja doprowadzenia $wiattowodowe do glowicy
sensora [406, 55]. Typowym przykladem realizacji czujnika pola magnetycznego jest
sensor przedstawiony w pracy [55], ktéry pogladowo przedstawia rysunek 3.4. Czuj-
nik ten wlasciwie ma wymiary zblizone do czujnikéw pétprzewodnikowych wykorzy-
stujacych zjawisko Halla. Niewielkie rozmiary stosowanych granatéw w optycznych
czujnikach pola magnetycznego umozliwiaja zwigkszenie czutosci pomiaru, na przy-
kiad przez zastosowanie koncentratora pola magnetycznego (rys. 3.5) [46].

Swiattowdd

éwiercfalowka

soczewka granat

koncentrator
pola magnetycznego

Rys. 3.5. Swiattowodowy czujnik pola magnetycznego
wykorzystujacy koncentrator pola magnetycznego zaproponowany w pracy [46]
Fig. 3.5. The optical fibre sensor of magnetic fieled with the concentrator, presented in [46]

3.3.2. CZUINIKI SWIATLOWODOWE Z POKRYCIEM MAGNETOSTRYKCYIJNYM

Wsréd czujnikéw magnetooptycznych w miernictwie pola magnetycznego poja-
wiaja si¢ tez czujniki wykorzystujace efekty, w ktérych pole magnetyczne posrednio
wplywa na wiazke $wiatla. Najpopularniejszym takim efektem posrednim jest efekt
magnetostrykcyjny [65]. Polega on na deformacjach (oraz powstawaniu wewnetrz-
nych naprezen) materiatu, wywotanych zewngtrznym polem magnetycznym. Materiat
magnetostrykcyjny, umieszczony bezposrednio na widknie swiattowodowym, wywo-
luje naprezenie we wtdknie. Jezeli mozna zatozyé, ze $wiattowdd jest Sciskany izotro-
powo (symetrycznie), wéwczas naprezenia, przez efekt elastooptyczny, wywotujg
zmiang wspélczynnika zalamania. Zmianie ulega zatem efektywna wartos¢ drogi
optycznej. W wyniku tego faza fali $wietlnej na wyjsciu réwniez ulega przesunigciu
o kat 8. W praktyce, $wiattowéd pokrywa si¢ materialem magnetostrykcyjnym w pro-
cesie naparowania prézniowego lub nanoszenia pokrycia metoda ,,sol-gel”. Znane sg
rozwigzania, w ktérych umieszcza si¢ widkno na cylindrze wykonanym z materiatu
magnetostrykcyjnego [44, 66, 67]. Czulos¢ sensora wynika z wiasciwosci magneto-
strykcyjnych pokrycia [S] oraz od geometrii i sposobu nawinigcia widkna na cylinder
[52].
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Rys. 3.6. Swiatlowodowy czujnik pola magnetycznego w uktadzie interferometru Macha-Zehndera
wykorzystujacy warstwy magnetostrykcyjne (na podstawie pracy [43])
Fig. 3.6. The optical fibre sensor of magnetic fieled in configutation
of the Mach-Zehnder interferometer, presented in [43]

Architektura interferencyjnego swiattowodowego czujnika pola magnetycznego oparta
jest na interferometrach Macha—Zehndera i Michelsona [48, 68]. Najczesciej stosowany
jest interferometr Macha~Zehndera (rys. 3.6) [43]. W ukladzie tym $wiatlo pochodzace ze
zrédha koherentnego, jakim jest laser L, rozdzielone réwnomiernie w kostce $wiatlodziela-
cej KS1, wprowadza si¢ do dwéch $wiattowodéw jednomodowych S, bedacych tzw. ra-
mionami interferometru Macha—Zehndera. Czgs¢ wiazki propaguje si¢ w tzw. ramieniu
referencyjnym, a cze$¢ w ramieniu pomiarowym, ktérym jest wiékno S pokryte materia-
fem magnetostrykcyjnym M. Nastepnie wiazki interferuja ze soba po przejsciu przez kost-
ke $wiattodzielaca KS2. Wynik interferencji rejestrowany jest przez detektor D. W wyni-
ku oddzialywania pola magnetycznego przez efekt magnetostrykcyjny zmienia si¢ faza
wiazki propagujacej si¢ w ramieniu pomiarowym. Zmiana fazy wptywa na efekt interfe-
rencji rejestrowany w postaci zmiany sygnalu w detektorze D. Ukfad charakteryzuje sig¢
bardzo duzg czutoscia i jest niewrazliwy na zaklécenia zewnetrzne (takie jak np. zmiany
temperatury). Wynika to z tego, iz zakldcenie, jakim jest np. zmiana temperatury, wywo-
tuje te same efekty w ramieniu pomiarowym, jak i referencyjnym. Nie powinno to powo-
dowac zmiany réznicy faz na wyjsciu. Czujniki te moga rejestrowaé zmienne pola ma-
gnetyczne o czestotliwosci od kilku Hz do kilku kHz. Ograniczenia czgstotliwosciowe
wynikaja z wlasciwosci efektu magnetostrykcyjnego.

3.3.3. OPTYCZNE CZUINIKI PRADU W UKLADZIE OBJETOSCIOWYM

Pierwsze optyczne czujniki pradu, dziatajace wedtug efekty Faradaya, zaczeto bu-
dowac¢ ze szkia w ukfadzie objetosciowym uksztaltowanym tak, aby wiazka swiatla
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byta réwnolegta do linii sit pola magnetycznego, wytwarzanego przez przewodnik
z pradem. Czujniki te wykonywano ze szkla o duzej wartosci stalej Verdeta. Najcze-
sciej jest to szkto flintowe [2, 69-72]. Warunkiem poprawnego dziatania czujnika jest
zapewnienic catkowitego wewngtrznego odbicia dla wigzki $wietlnej propagujacej
si¢ wokét przewodnika z pradem. Z tej przyczyny glowice czujnika przyjmuja specy-
ficzny ksztalt (rys. 3.7). Gtéwna zaleta optycznych czujnikéw pradu jest ich nie-
wrazliwo$¢ na zaklécenia elektromagnetyczne, dobre wlasciwosci izolacyjne, brak
koniecznosci chtodzenia, niewielkie rozmiary i stosunkowo mate koszty produkcji
(w poréwnaniu do konwencjonalnych przektadnikéw pradowych stosowanych po-
wszechnie w elektroenergetyce).

Warto zwréci¢ uwage na czujnik przedstawiony na rysunku 3.7c) zwany optycz-
nym zaciskiem pradowym. Glowica tego czujnika skfada si¢ z dwdch roztaczalnych
czescei. Dzigki takiemu rozwiazaniu istnieje mozliwosé zainstalowania go na linii wy-
sokiego napigcia bez koniecznosci roztaczania przewodu wysokiego napigcia i odta-
czanie obcigzenia. Urzadzenie to jest alternatywa dla tzw. szczypiec Dietza [2], przy
czym jest ono w pelni izolacyjne i nie stwarza dla personelu obstugi niebezpieczen-
stwa porazenia pradem elektrycznym.

ay b)

Rys. 3.7. Przyklady glowic optycznych czujnikdw pradu
Fig. 3.7. Examples of the heads of electrical current sensors

W elektroenergetyce podstawowymi wielkosciami micrzonymi jest prad i napigcie.
Pomiar pradu realizujq przedstawione wczesniej czujniki oparte na efekcie Faradaya.
Natomiast napigcie elektryczne mozna mierzy¢ czujnikami dziatajacymi na podstawic
elektrooptycznego efektu Pockelsa [6]. Pomiar pradu i napi¢cia mozna zrealizowad
w jednym torze swiattowodowym. Takie rozwiazanie zaproponowali autorzy pracy
[73], wykorzystujac dwie komdrki objetosciowe ustawione szeregowo tak, ze swiatfo
przechodzi najpierw przez komoérke Faradaya, a nastgpnie przez komérke Pockelsa.
Komérke Faraday'a wykonano ze szkia terbowego, natomiast komorke Pockelsa
z niobianu litu LiINbOs. Liniowy stan polaryzacji $wiatta ulega skreceniu (efekt Fara-
daya), a nastepnie dwdjtomnosci liniowej wywolanej efektem Pockelsa. Rozwigzanie
takie utatwia mierzenie jednoczesnie pradu i napigcia, a stad réwniez przesunigcic
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w fazie migdzy pradem a napigciem. W rezultacie staje si¢ mozliwy pomiar tzw. mocy
czynnej i biernej — wielkosci bardzo waznej w miernictwie elektroenergetycznym.

3.3.4. SWIATLOWODOWE CZUJNIKI PRADU

Wada optycznych czujnikow pradu, zbudowanych z wykorzystaniem szkla objeto-
sciowego, jest ich niewielka czuto$¢ wynikajaca z krétkiej drogi oddzialywania oraz
trudnosci w zapewnieniu réwnolegtosci wiazki $wiatla do linii sit pola magnetyczne-
go. Z tego powodu glowice te sg czgsto realizowane w postaci petli z widkna swiatto-
wodowego. Celowe staje sie wykonanie systemu pomiarowego z wykorzystaniem
swiattowoddéw widknistych, bez koniecznosei sprzegania i taczenia z innymi struktu-
rami swiattowodowymi [74]. Jest to rozwigzanie prostsze w realizacji i tansze. Konfi-
guracja $Swiattowodowego czujnika pradu zostata przedstawiona na rysunku 3.8.
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Rys. 3.8. Budowa glowicy swiattowodowego czujnika pradu
Fig. 3.8. The idea of the optical fibre current sensor

Swiattowodowe czujniki pradu maja wszystkie zalety czujnikéw optycznych na
szkle objetosciowym z wyjatkiem mozliwosci realizacji czujnika rozlaczalnego, jak to
jest w przypadku optycznego zacisku pradowego (rys. 3.7¢). Dodatkowa zaleta $wia-
ttowodowych czujnikéw pradu jest ich wigksza czulo$¢ uzyskiwana przez zwielokrot-
nienie liczby zwojéw w petli pomiarowej, a wigc zwigkszenie drogi oddziatywania
pola magnetycznego ze $wiatlem.

Swiattowodowe czujniki pradu wykorzystuja najczesciej widkna jednomodowe ty-
pu ,step-index” wykonane ze szkta krzemionkowego. Spotyka si¢ réwniez widkna
optyczne wykonane ze szkla flintowego, ktére ma wigksza warto$¢ stalej Verdeta [59,
60]. W celu zwigkszenia czutosci, czujniki te realizuje si¢ w réznych uktadach interfe-
rometrycznych i polarymetrycznych. Czgsto wykorzystywany jest interferometr Sa-
gnaca [49, 75]. Zwigkszenie czulo$ci w ukladach polarymetrycznych uzyskuje sig
przez: uzycie wlékna o wysokiej dwdéjlomnosci jako doprowadzenia tzw. widkna HB
(ang. High Birefringence), zastosowanie lustra na koncu widkna [60] lub zwierciadla-
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nego rotatora Faradaya [63], skrecenie widkna w celu wprowadzenia dwdjtomnosci
kotowej [62] itp. Ukfady te maja na celu wyeliminowanie zaklécen zwigzanych ze
zmiang temperatury otoczenia oraz naprezeniami wewngtrznymi i zewngtrznymi in-
dukujacymi dwdéjtomnosé liniowgq przez efekty elastooptyczne. Wewngtrzne napreze-
nia mozna dodatkowo zmniejszy¢ przez wygrzewanie widkna [8, 76]. Lokalne napre-
zenia powstate w procesie produkcji moga si¢ zmienia¢ w funkcji temperatury, ich
climinacja zatem przez wtérne wygrzewanie powoduje réwniez zmniejszenie wplywu
fluktuacji temperatury na zaktécenia sygnatu pomiarowego z czujnika.

Wykorzystanie widkna ze szkla flintowego, zaprezentowane w pracy [59] i [60],
ma na celu eliminacj¢ wplywu naprezen ze wzgledu na bardzo niskie wartosci statych
elastooptycznych tego widkna. Szklo flintowe dodatkowo ma duza wartos¢ stalej Ver-
deta (tab. 2.1). Opierajac si¢ na tym widknie, autorzy pracy [59] wykonali bardzo pro-
sty model czujnika, ktéry przedstawiono na rysunku 3.9.
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Rys. 3.9. Swiatlowodowy czujnik pradu zaprezentowany w pracy [59]
Fig. 3.9 The optical fibre current sensor, presented in [59]

Jest to najprostszy uktad polarymetryczny. Zaleta takiej konfiguracji, poza prosto-
ta, jest umieszczenie polaryzatora i analizatora stanu polaryzacji w gltowicy czujnika.
Swiatlo wstepnie spolaryzowane jest doprowadzane do czujnika widknem dwéjtom-
nym, utrzymujacym stan polaryzacji. W gtowicy nastgpuje zmiana polaryzacji $wiatta
i ustawienie azymutu polaryzacji na pétfaléwcee. Po przejsciu przez petle $wiattowodu
czujnikowego swiatto przechodzi przez polaryzujaca kostke $wiattodzielaca, pelniaca
rolg analizatora. Powstale za kostka dwie wigzki o ortogonalnych plaszczyznach pola-
ryzacji wprowadzane sa do swiattowodéw wielomodowych i transmitowane do miej-
sca detekcji. Dzigki takiemu rozwiazaniu z czujnika transmitowany jest juz sygnal,
w ktérym informacja o polaryzacji jest ukryta w wartosci nat¢zenia Swiatla w wiaz-
kach prowadzonych przez $wiattowody wielomodowe.
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W rozwiazaniach, w ktorych detekcja polaryzacji odbywa si¢ poza glowica czuj-
nika, bardzo istotny jest problem przeniesienia stanu polaryzacji z glowicy do miej-
sca detekcji. Czgsto uzywa si¢ wowcezas systemdw w Konfiguracji odbiciowej [60].
Do glowicy jest doprowadzone $wiatlo spolaryzowane. Po przebyciu petli $wiatlo-
wodowej na koncu widkna (jeszcze w samej glowicy) sygnatl Swietlny odbija si¢ od
lustra i powtdrnie wraca tg samg drogg. Ze wzgledu na parzystosé¢ (odwracalnosc)
efektu Faradaya (punkt 2.2) wartos¢ kata skrgcenia Faradaya wzrasta. Natomiast
indukowana efektem elastooptycznym i naprgzeniami wewnetrznymi dwojlomnosé
liniowa ze wzgledu na swoja nieparzysto$¢ (nieodwracalno$é) ulega czgsciowej
kompensacji.

Przewdd z pradem

Kabel swiallowodowy
z dwoma skregconymi
Swiatlowodami

Rys. 3.10. System pomiarowy ze Swiatlowodowym czujnikiem pradu
wykorzystujacy zwierciadlany rotator Faradaya [62]
Fig. 3.10, The clectric current measuring system with sensor based on the Faraday rotator [62]

W celu lepszej kompensacji wplywu temperatury i napr¢zen wykonuje si¢ na kon-
cu widkna tzw. zwierciadlany rotator Faradaya [42, 54]. Ma on na celu odpowiednie
ustawienie polaryzacji po odbiciu. Rotator ten znajduje si¢ poza glowica w module
detekcji i obrobki sygnatu (ktory znajduje poza obszarem zagrozenia porazeniem pra-
dem elektrycznym). W tym rozwigzaniu do glowicy dochodza dwa s$wiatlowody.
Rozwigzanie takie prezentuja autorzy pracy [62], ktére przedstawiono schematycznie
na rysunku 3.10. W koncepcji tej dodatkowo widkna dochodzace do glowicy czujnika
skrgcono ze sobg (jak warkocz), w celu wprowadzenia dwdjtomnosci kotowej. Dzigki
temu zabiegowi jeszcze bardziej zmniejsza si¢ wplyw dwojtomnosci liniowej induko-
wanej czynnikami zewnetrznymi.
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Rys. 3.11. Swiatlowodowy czujnik pradu w ukladzie interferometru Sagnaca [75]
Fig.3.11. The optical fibre current sensor in the Sagnac’s configuration, presented in [75]

Kolejnym bardzo cieckawym rozwigzaniem jest wykorzystanie interferometru Sa-
gnaca (rys. 3.11) [75, 77]. Do petli swiattowodowej wprowadza si¢ dwie wiazki $wia-
tla spolaryzowanego kotowo. Wiazki te sa wprowadzane z dwdch réznych koncow
petli. W zewnetrznym polu magnetycznym przewodnika z pradem w wyniku efektu
Faradaya nastgpuje przesunigcie w fazie kolowych polaryzacji wiazek propagujacych
si¢ w przeciwnych kierunkach. Po zamianie tych polaryzacji kolowych na polaryzacje
liniowa na wyjsciu petli (przez plytke ¢wieréfalowa) wiagzki te sq przesunigte w fazie.
W sprzggaczu swiatlowodowym nastgpuje interferencja czgsciowo destruktywna
i natgzenie wiazki maleje, co rejestruje fotodetektor. Czujnik zostat zaprojektowany
tak, aby go utrzymac w stanie zréwnowazonym, to znaczy kazda zmiana sygnatu jest
korygowana, tak aby utrzymac staly poziom sygnalu dochodzacego do fotodetektora.
Dzieje si¢ to dzigki petli sprzg¢zenia zwrotnego, ktorej elementem wykonawczym jest
modulator piezoelektryczny. Modulatorem jest cylinder z piezoceramiki, na ktéry
nawinigty jest Swiattowdd z jednego z ramion dochodzacych do petli czujnikowe;.
Procesor sygnalowy, wykrywajac zmiang sygnalu na fotodetektorze, zmienia napigcie
na modulatorze tak, aby przywréci¢ poziom sygnalu rejestrowanego przez fotodetek-
tor. Modulator piezoelektryczny w ujgciu fizycznym, jest modulatorem fazy. Wpro-
wadza on naprezenie i przez efekt elastooptyczny zmienia efektywny wspdiczynnik
zalamania, co pociaga za sobg zmiang drogi optycznej propagujacej si¢ we widknie
wigzki Swiatta. Wartos¢ sygnatu modulatora fazy jest proporcjonalna do wartosci pty-
ngcego pradu przez przewodnik.

Wazng zaletq takiego systemu pomiarowego jest fakt, iz obie wiazki przechodza
przez to samo widkno, napotykajac te same warunki propagacji, ktére moga by¢ zabu-
rzane czynnikami zewngtrznymi, takimi jak temperatura i napr¢zenia. Dzigki temu
roznica faz sygnalow jest zwiazana tylko z efektem Faradaya. Jest tak dlatego, ze
efekty dwdjlomnosci wymuszonej naprezeniami (elastooptyczne) sa nieparzyste ze
wzgledu na kierunek propagacji wiazki, natomiast efekt Faradaya jest efektem parzy-
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stym. Z tego wlasnie powodu, dla poprawnego dziatania czujnika w uktadzie interfe-
rometru Sagnaca, jest istotne, aby wiazki wprowadzane do obu konicéw widkna czuj-
nikowego byly spolaryzowane kotowo, ale o przeciwnych skretnosciach. Konfiguracja
ta charakteryzuje sie duzq czutoscia, dzigki zmniejszeniu stosunku sygnal-szum przez
kompensacje wptywu czynnikéw zewnetrznych.

Podobnie jak dla czujnikéw, na szkle objetosciowym réwniez w przypadku swia-
ttowoddw widknistych istnieje mozliwos¢ jednoczesnego mierzenia pradu i napigcia.
Przyktad takiej gtowicy czujnikowej jest przedstawiony w pracy (78], w ktdrej zasto-
sowano standardowg $wiattowodowa petle do pomiaru pradu. Wewnatrz petli znajduje
si¢ przewodzacy dysk, przez ktory przepuszcza si¢ mierzony prad. Na zewnatrz petli
znajduje si¢ pierscien, do ktérego z kolei przyklada si¢ mierzone napigcie. Migdzy
dyskiem a pierscieniem znajduje si¢ niewielka szczelina (2,5 mm), w ktérej umiesz-
czona jest petla $wiattowodu czujnikowego. W pracy przedstawiono réwniez mozli-
wos¢ wykorzystania w $wiattowodowych czujnikach pradu elektrooptycznego efektu
Kerra do pomiaru napigcia elektrycznego.

3.4. POLARYZACYJNE SENSORY
POLA MAGNETYCZNEGO - PODSUMOWANIE

Z przedstawionego przegladu literatury wynika, ze jest duze zainteresowanie
optycznymi czujnikami pola magnetycznego w elektroenergetyce. W technice $wia-
ttowodéw widknistych zainteresowanie to koncentruje si¢ na swiattowodowych czuj-
nikach pradu, dziatajacych w zdecydowanej wigkszosci wedlug efektu Faradaya.
Wspomniany efekt Faradaya dla szkla, ktére jest podstawowym materialem na $wia-
ttowody wiékniste, jest niewielki i wymaga wydluzenia drogi oddziatywania. Wystg-
pujace w $wiattowodach widknistych naprgzenia wewnetrzne, powstale w trakcie
produkcji lub indukowane przez zewngtrzne deformowanie $wiattowodu, wprowa-
dzaja dwojlomnosé liniowa, ktdra niejednokrotnie jest znacznie wigksza od rejestro-
wanej dwdjlomnosci kotowej wywotanej efektem Faradaya. Taki stan rzeczy im-
plikuje konieczno$¢ poszukiwania nowych rozwiazan, zwigkszajacych czutosé i kom-
pensujacych zarazem niepozadane efekty indukowanej dwdéjtomnosei liniowej oraz
wplyw czynnikéw zewnetrznych, w tym réwniez zmian temperatury otoczenia. Bada-
nia te mozna podzieli¢ na dwa kierunki: poszukiwanie nowych uktadéw i systeméw
pomiarowych oraz poszukiwanie nowych, lepszych struktur swiattowodowych oraz
materiatéw na te struktury. Potwierdzeniem wzmozZonego zainteresowania optycznymi
czujnikami pradu jest zaangazowanie si¢ w badania takich firm, jak Siemens [3, 50,
51, 79], NxtPhase [80] oraz koncernu ABB [75].
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4. SWIATLOWODY SPECJALNE TYPU D

4.1. POLARYZACYINE SWIATLOWODY SPECJALNE

Zainteresowania autoréw skoncentrowaly sig na poszukiwaniu nowych specjalnych
wiokien $wiatlowodowych i na badaniu ich wlasciwosci magnetooptycznych. Analizu-
Jjac wspolczesne osiggnigcia w dziedzinie swiattowodowych czujnikdéw pradu i pola
magnetycznego, wypracowano kilka koncepcji widkien o dobrych wlasciwosciach ma-
gnetooptycznych. Poszukiwanie nowych rozwigzan koncentrowalo si¢ na $wiatlowo-
dach polaryzacyjnych, ktore zmienialyby swoje wlasciwosci polaryzacyjne w funkcji
pola magnetycznego. Dwojlomnos¢ widkien mozna uzyskac czesto przez wprowadzenie
do plaszcza obszaréw, ktére wywolywalyby naprezenia w calej strukturze swiatlowodu.
W takim przypadku oddziatywanie tych obszaréw na strukture swiattowodu musialoby
zaleze¢ od pola magnetycznego. W praktyce w tym celu mozliwy do wykorzystania
bylby efekt magnetostrykcyjny. Rozwazano poczgtkowo mozliwosci wykorzystania
swiatlowodow typu ,Panda” i ,,Bow-Tie”. W tego typu swiatlowodach wiasciwosci
polaryzacyjne wywolane sg naprezeniami bedacymi efektem wprowadzenia w procesie
wyciagania $wiattowodu obszarow ze szkta borokrzemianowego Br,Os, ktdre charakte-
ryzuje duzy wspélczynnik rozszerzalnosci cieplnej w stosunku do SiO, [30]. W swia-
tlowodach tych obszary wprowadzajace napre¢zenia nie prowadza swiatla ze wzgledu na
duzg thtumicnno$¢ szkiet borokrzemianowych, lecz w wyniku wprowadzonych naprezen,
wplywajg na propagacje $wiatla w rdzeniu i ptaszczu widkna optycznego.

Rys. 4.1. Geometria widkna typu D
Fig. 4.1. The cross-section of the D-type optical fibre

W wyniku przeprowadzonych analiz skoncentrowano si¢ na zaprojektowaniu wiok-
na polaryzacyjnego, w ktérym pole zanikajace, propagujace si¢ poza rdzeniem, wnika-
foby w obszar czuly magnetycznie. Ostatecznie, zdecydowano si¢ na strukturg typu D.
Swiatlowdd typu D przedstawiono na rysunku 4.1. Swiatlowody specjalne typu D —
badane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, jak juz wczesniej zaznaczono — zo-
staly wykonane w pracowni Technologii Swiattowodéw Uniwersytetu Marii Curie



216

Skiodowskiej przez zespét Pana dr. Jana Wdjcika. Opis teoretyczny tego typu struktur
jest ztozony. Dlatego wstgpnie przeprowadzono analize dla standardowego $wiattowodu
cylindrycznego o skokowym profilu wspétczynnika zatamania typu ,,step-index”, w celu
ustalenia szacunkowych parametréw geometrycznych widkna (a takze parametréw ma-
teriatowych). Analizowano wplyw tych parametréw na gigbokos$¢ zanikania fali swietl-
nej w plaszczu $wiattowodu. Wykres z rysunku 4.2 przedstawia wyniki obliczen rozkta-
du mocy we widknie typu ,step-index” o $rednicy rdzenia s = 4 um oraz o wartosci
wspotczynnikéw zatamania rdzenia n; = 1,463 i plaszcza n, = 1,458,

Wstepna i praktycznie jakosciowa analiza miata na celu zaproponowanie odlegto-
sci, w jakiej miatoby si¢ znajdowad Scigcie plaszcza tak, aby pole fali swietlnej wni-
kato do niej w stopniu zapewniajacym wplyw pola w plaszczu i pokryciu na zmiany
plaszczyzny polaryzacji $wiatta w funkcji zewngtrznego pola magnetycznego. Fizycz-
nie $wiattowdd typu ,D”, ze wzgledu na brak symetrii walcowej w pokryciu, jest inng
struktura niz cylindryczny Swiattowdd typu ,step-index”. Jest ukladem charakteryzu-
jacym si¢ odmiennym rozktadem pola elektrycznego fali $wietlnej, opisywanym przez
inna posta¢ warunkéw brzegowych.

T e A T T

Rys. 4.2. Rozklad pola w swiatlowodzie typu ,step-index”. Na osi odcigtych zaznaczono
odleglos¢ od srodka rdzenia, na osi rzgdnych za$ podano moc prowadzong
w obszarze od srodka rdzenia do danej wartosdci promienia r
Fig. 4.2. Distribution of optical power transmited in optical fibre of step-indes type in the funcion
of r-distance from the fibre axis
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Jednak, aby mogla nastgpi¢ modyfikacja pola wskutek np. S$cigcia plaszcza
w $wiatlowodzie typu ,,D”, propagujace si¢ pole musi niejako ,,widzie¢” to scigcie.
Pole elektryczne musi dochodzi¢ do granicy rozdzialu osrodkow (np. plaszcz—warstwa
pokrycia czula magnetycznie) i propagowac si¢ w plaszczu® i pokryciu. Poczynione
zatem obliczenia dla standardowego $wiatlowodu typu ,,step-index” umozliwily na
ustalenie geometrii $wiatlowodu czujnikowego. Na podstawie wstepnych analiz usta-
lono, ze nalezy opracowaé $wiattowody, w ktorych odleglosé d migdzy rdzeniem
i pokryciem bgdzie zmieniala si¢ w zakresie wartosci od 4 do 10 pum.

4.2. MATERIAL BADAWCZY - SWIATLOWOD TYPU D

Swiatlowdd typu D bazuje na standardowym wldknie jednomodowym o dlugosci
fali odcigcia Aoy = 630 nm, wspdlezynniku zalamania rdzenia n, = 1,463 i plaszcza
i = 1,458 oraz $rednicy rdzenia ¢ = 2a = 4 pm. Ksztalt plaszcza tego wldkna zostal
zmodyfikowany tak, aby zblizy¢ granice¢ podzialu osrodkéw plaszcz—pokrycie do za-
lozonych wartosci d =4 do 10 um (rys. 4.3).

a) ! L b)

231 pm

o e m rdzen
plaszcz
5E0 pokrycie guma silikonowa

z drobinami niklu

Rys. 4.3. Wlokno typu D: a) parametry geometryczne; b) obraz czola wldkna typu D
Fig. 4.3. The optical fibre of D-type: a) geometrical parameters;
b) the cross-section of the D-type fibre

Plaskq granice podzialu plaszcz—pokrycie nazwano ,,Scigciem”. Proces ksztaltowa-
nia plaszcza zostal wykonany przed wyciaganiem widkna w tzw. preformie w postaci
odpowiednio uksztaltowanego preta szklanego, ktérego wspodlczynnik zalamania byl
uprzednio modyfikowany technika osadzania z fazy gazowej MCVD (ang. Modified
Chemical Vapour Deposition) [80, 81].



Rys. 4.4. Obraz drobin niklu w pokryciu witékna typu D
Fig. 4.4. Nicel particles inside the cover of D-type optical fibre

Tabela 4.1. Zestawienie parametréw wykonanych $wiattowodéw specjalnych typu D:
n; — wspolezynnik zalamania rdzenia, n, — wspélezynnik zatamania plaszeza,
ny — wspélczynnik zatamania pekrycia
Table 4.1. Parameters of the investigated D-type optical fibres:
n; - refracive index of core; i, — refracive index of coat, n; — refracive index of cover

Typ/nazwa

Przekrdj

Opis

Step-index z pokry-
ciem magnetycznym
i standardowym

ny =1,463; n; = 1,458; n3 = 1,408
$r. rdzenia — 4 um

ér. plaszcza— 113 pm

$r. pokrycia mag. — 136 um

$r. pokrycia— 231 pm

dl. fali odcigcia Ay = 630 nm

Step-index z pokry-
ciem podwdjnym:
lakier migkki i twardy

ny = 1,463; ny=1,458; ny = 1,408
$r. rdzenia—4 pm

sr. plaszcza— 113 pm

§r. pokrycia mag. - 136 um

$r. pokrycia — 231 pm.

di. fali odciecia A,y = 630 nm

Typ ,,.D” z pokryciem
magnetycznym

ny = 1,463; ny = 1,458; ny = 1,408;
$r. rdzenia — 4 pm.

ér. plaszcza - 113 pm

$r. pokrycia ~ 231 pm

dt. Fali odcigcia A,y = 630 nm
pokrycie — guma silikonowa

z drobinami niklu

d [um)

5,6
6,4
10,4

Typ ,.D” z pokryciem
z gumy silikonowej

ny = 1,463; ny = 1,458; n3 = 1,408;
§r. rdzenia — 4 pm.

§r. plaszcza— 113 pm.

§r. pokrycia— 231 um.

dt. fali odcigeia A,y = 630 nm
d=4pm
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Oprécz klasycznych $wiattowoddéw typu D, zostaty zaproponowane $wiattowody,
w ktérych w materiale pokrycia umieszczono magnetyczne drobiny niklu o rozmia-
rach do kilku um. Oddzialywanie zewnegtrznego pola magnetycznego z drobinami
niklu ma na celu indukowanie w swiattowodzie dodatkowych efektéw dwdjtomnych.
Na rysunku 4.4 przedstawiono fotografie drobin niklu we widknie. Wykonano kilka
Swiattowoddw o réznej odlegtosci d z pokryciem zawierajacym drobiny niklu. Wyko-
nano réwniez swiattowdd typu D, bez pokrycia magnetycznego, oraz $wiattowdd cy-
lindryczny typu ,.step-index” z pokryciem magnetycznym oraz $wiattowdd bez pokry-
cia magnetycznego, lecz z dwoma warstwami pokrycia o réznej twardo$ci. Widkna te
mialy poméc w weryfikacji wpltywu geometrii i pokrycia magnetycznego na czulosé
swiattowodu na zewnetrzne pole magnetyczne. Parametry wykonanych swiattowoddéw
zestawiono w tabeli 4.1.

4.3. ANALIZA TEORETYCZNA PROPAGACII SWIATEA
WE WLOKNACH SPECJALNYCH TYPU ,.D”

Swiattowéd specjalny typu D ze wzgledu na swoja geometrie ptaszcza nie moze
by¢ rozwazany z wykorzystaniem metod analizy stosowanej dla standardowych $wia-
ttowodéw typu ,,step-index” przy zatozeniu stabego prowadzenia [1, 28, 31]. Nie ist-
nieja analityczne rozwiazania dla ograniczonych struktur swiattowodowych niemaja-
cych symetrii cylindrycznej. Z tej to przyczyny w analizie $wiattowoddéw typu D
uzyto metod przyblizonych.

4.3.1. METODA EFEKTY WNEGO WSPOLCZYNNIKA ZALAMANIA

Profil wspdiczynnika zatamania $wiattowodu typu D (rys. 4.3) wykazuje podo-
bienstwo do zagrzebanego gradientowego $wiattowodu paskowego, wytwarzanego
w technologii wymiany jonowej [41, 82]. Ze wzgledu na to podobienstwo geome-
tryczne rozktadu wspdtczynnika zatamania zdecydowano sig¢ wykorzysta¢ metode
efektywnego wspdtczynnika zatamania do opisu propagacji swiatta w $§wiattowodach
typu D [42, 83, 84]. T¢ przyblizona metod¢ z powodzeniem stosuje si¢ w opisie Swia-
ttowoddéw paskowych (rys. 4.5) [83].

Metoda efektywnego wspdtczynnika zatamania polega na rozwigzaniu problemu
propagacji w strukturze o dwuwymiarowym profilu wspélczynnika zatamania przez
rozwigzanie w kierunku x i y dwdch zagadnien dla struktury planarnej, tzn. o jed-
nowymiarowym profilu wspoélczynnika zatamania. Dla falowodéw ptaskich o dwu-
wymiarowym rozktadzie wspéiczynnika zatamania z réwnan Maxwella otrzymuje sig
rownania Helmholtza dla dwéch standw polaryzacji reprezentowanych przez tzw.
mody TE oraz TM. Mod TE ma sktadowe pola: elektrycznego — (E,, 0, 0) i magne-
tycznego — (0, H,, H,); natomiast mod TM skladowe pola: elektrycznego — (0, E,, E,)
i magnetycznego — (H,, 0, 0). Stad mod TE nazywa si¢ ,,poprzecznym modem elek-
trycznym” (ang. Transverse Electric mode), mod TM za$ , poprzecznym modem ma-
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gnetycznym” (ang. Transverse Magnetic mode), gdyz TE ma tylko skiadowa po-
przeczng pola elektrycznego, a TM tylko sktadowa poprzeczna pola magnetycznego.
Zakfadajac, ze pole w kierunku propagacji z musi zmienia¢ si¢ harmonicznie, otrzy-
muje si¢ nastgpujace wyrazenia na rGwnania Helmholtza [83]:

dla modu TE

62 62
(5—2—+ay2 ]Ex-f-(kglﬂ(x,y)—ﬂz)Ex:O .1
X
oraz dla modu TM

2 onoH,
n(x,y) 0y 0Oy

o 0
(—'*'?JHX+(k§)12(x,y)—ﬂ2)Hx= (42)

a) b)

Rys. 4.5. Rozklady wspolczynnika zalamania w $§wiatlowodach paskowych
wykonywanych technika wymiany jonowej w szkle: a) swiatlowod paskowy,
b) swiatlowod paskowy zagrzebany
Fig. 4.5. Distributions of refractive indices in strip optical waveguides produced by means
of the ion-exchange method

Rozwiazaniem réwnaf (4.1) i (4.2) s liniowe kombinacje funkcji postaci [83]

N-1LM-1

E (0, H (6, )= D € (x, )" (4.3)

n,m=0

gdzie czynnik @.,(x, y) jest funkcjq falowa odpowiadajaca za poprzeczny rozklad
pola, natomiast exp(jf.,z) harmoniczng zmiang na kierunku propagacji. Metoda
efektywnego wspolczynnika zalamania opiera si¢ na zalozeniu, ze funkcj¢ @..(x, ¥)
mozna przedstawi¢ w postaci

¢nm (x’ y) = ¢l;‘; (x’ y)%f”l (x) (4 ‘4)

Swiattowody paskowe wytwarzane metoda wymiany jonowej majg rozklady
wspolczynnika zalamania takie jak na rysunku 4.5. Dla takich profili mozna zalozy¢,
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ze funkcja ¢,,(x,y) na kierunku x zmienia si¢ nieznacznie. Posta¢ (4.4) funkcji
falowej umozliwia rozwigzywanie zagadnienia dla kierunku x i y oddzielnie.
W praktyce metoda ta polega na wyznaczeniu efektywnego wspdiczynnika zatama-
nia dla jednowymiarowego rozkladu wspélczynnika zalamania w kierunku y przy
ustalonej wartosci x = xo. Dokonanie obliczen dla ustalonych x z calego przedzialu
z zadang gestoscig podziatu prowadzi do funkeji neg(x). Z jednowymiarowej funk-
cji mer(x) wyznacza sie ostateczng wartosé efektywnego wspolezynnika zalamania.
Obliczenia prowadzone sg dla zadanego rzgdu modu m oraz zadanego stanu pola-
ryzacji TE lub TM. Nalezy zwrdci¢ uwage na zwiazki wektorowe. Obliczenie np.
modu TE bedzie polegalo na wyznaczaniu dla jednowymiarowego rozkladu
wspolczynnika zalamania w kierunku y przy ustalonej wartosci x = x, dla polary-
zacji TE, natomiast z rozkiadu n.q(x) nalezy wyznaczy¢ dla polaryzacji TM efek-
tywny wspolczynnik zalamania, ktdry w rzeczywistosci jest efektywnym wspdtl-
czynnikiem zalamania falowodu dla polaryzacji TE. Jest tak, dlatego ze rozkiad
nen{x) zmienia sie w kierunku rownoleglym do plaszeczyzny swiatlowodu. Pole fali
zatem liczonej z n.n(x) rowniez rozciaga si¢ rownolegle do plaszczyzny $wiatlowodu
(a nie prostopadle).

a)

X‘ z

Rys. 4.6. 1dea metody efektywnego wspoélezynnika zalamania w odniesicniu do $wiatlowoddw
specjalnych typu D: a) przykladowy rozklad jednowymiarowy dla ustalonego x;, b) rozklad ren(x)
Fig. 4.6. The idea of using the refractive index method for analyze the D-type optical fibres

W dalszej czgsci zostang wyznaczone metoda efektywnego wspolczynnika zala-
mania efektywne wspolczynniki modéw TE i TM zerowego rzgdu. W tym celu do
obliczein ograniczono profil i wybrano prostokatny obszar rozkladu wspélczynnika
zalamania pokazany na rysunku 4.6. Dla tak wybranego obszaru rozklady w kierunku
y dla ustalonego x maja charakter czterowarstwowego swiatlowodu planarnego (rys.
4.6a). Zagadnienie to opisuje réwnanie Helmholtza w postaci:
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dla modu TE

a;y’ix +kg(n*(x,y)—n)E, =0 (4.5)
oraz dla modu TM

a;;x +kE(n*(x,y)-n2)H, =0 (4.6)

Stosujac warunki brzegowe i odpowiednie typy rozwigzan w poszczegSlnych ob-
szarach, wyznaczono réwnanie charakterystyczne dla modéw zerowego rzgdu [85]:

dla modu TE

2 _ 2
2_ 2 _ eff ~ 2
2rqnf —ng =arctg n
Ry = Nege
(4.7)
2 2 2 2
i —n Rog — 1
+arctg) =2 gl arcth| Y=o |+ dkgy nk — )
2 2 2
LY Mt — 12
dla modu TM
2 2
n, \Heg =1
2rynf —nk; =arctg) LY=L
n 2 2
2V T st
(4.8)

2 _ 2 2 _ 2
n A|hee —n n, 4N —n
+arctgd L Y=L_Z sl arcth| 2 YL |+ dkyy/nZ; —n]

n 2_ 2 n 2 2
2 A1~ Reg 3 Ay — 1

Dla zadanego x; podane réwnania autor rozwiazuje numerycznie metoda bisekcji
[86], otrzymujac negre 1 nesrrv. Wykonanie obliczen dla poszczegdlnych wartoscei xg
z przedzialu od O do 2r prowadzi do rozkladdw negre(x) i negmm(x) (rys. 4.6b), gdzie
r jest promieniem rdzenia §wiattowodu typu D.

Kolejnym etapem jest wyznaczenie ostatecznych efektywnych wspéiczynnikéw
zatamania dla rozkladéw negre(x) oraz negrv(x). Ze wzgledu na ciagly charakter tych
rozktadéw rozwiazuje si¢ je przyblizona metodqa WKB (Wentzela~Kramersa—Bril-
louina) [41]. W metodzie WKB formuluje si¢ réwnanie charakterystyczne dla modu
zerowego rzedu w nastepujacy sposéb [13, 41, 48]:
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X2

K[ ri(x)-nZpdx ~% =0 (4.9)

gdzie: x, i x, sa tzw. punktami zwrotnymi; n(x) — jest odpowiednim rozkiadem
Herre(X) 1ub megmv(x). Miedzy tymi punktami nastgpuje propagacja fali w kierunku
poprzecznym. Na tej drodze wigc musi by¢ spefniony warunek rezonansu poprzeczne-
go wyrazony réwnaniem (4.9). Réwnanie to zostato rozwigzane numerycznie, wyko-
rzystujac metode bisekeji [13, 42].

Przedstawione metody obliczen zostaly zaimplementowane w $rodowisku jezyka
programowania Python, z wykorzystaniem bibliotek numerycznych projektu SciPy
[86], wspierajgcych obliczenia numeryczne. W rezultacie stworzono skrypty napisane
w jezyku Python, ktére postuzyly do wykonania zaplanowanych obliczen.

4.3.2. WYNIKI ANALIZ NUMERYCZNYCH
EFEKTYWNYCH WSPOLCZYNNIKOW ZALAMANIA
W pierwszej kolejnosci obliczenia koncentrowaly si¢ na wyznaczaniu rdéznicy
efektywnych wspotczynnikéw zatamania modéw TE i TM dla réznych wartosci
wspolczynnika pokrycia n;, z przedzialu wokol wartosci 173 = 1,408, odpowiadajacej
gumie silikonowej.

2,00

ik , ! o

1.4 1,405 141 1415 142
n

Rys. 4.7. Wyznaczone metoda efektywnego wspélczynnika zalamania zaleznodci roznicy
efektywnych wspdlczynnikow modow TE i TM zerowego rzgdu od wspdlczynnika zalamania
pokrycia n;. Dla odleglosci $cigeia plaszcza od granicy rdzen—plaszez: d =4 pm
Fig. 4.7. Numerically determined characteristics of the difference of
effective refractive indices of TE and TM modes in the function of values
of refractive index of the coat n3, for the D-type optical fibre: d =4 pm
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Wyniki obliczen, réznicy efektywnych wspétczynnikéw zatamania modéw TE
oraz TM dla odleglosci $cigcia d = 4 um przedstawiono na rysunku 4.7. Przeprowa-
dzone obliczenia wykazuja, iz zaleznosci réznicy efektywnych wspéiczynnikdéw za-
tamania modéw TE i TM w funkcji wspétczynnika zatamania pokrycia n; sa niemal
identyczne z odlegtos$ciami d = 5,6 do 10,4 um scigcia od granicy rdzen-plaszcz. Jest
tak dlatego, iz dla d powyzej 4 um réznica wpdtczynnikéw zatamania modéw TE
i TM zaczyna sig ustalag.

4.3.3. DROGA ZDUDNIEN

Z réznicy efektywnych wspétczynnikéw zatamania modéw TE i TM mozna wy-
znaczy¢ droge zdunien z zaleznosci (3.3)
[ - (4.10)

Regrrmv — MestTE

gdzie A jest dlugoscig fali, ktéra wynosita 670 nm. Mozna zatem przedstawi¢ po-
przednie wyniki w postaci zaleznosci drogi zdudnien L, w funkcji wspétczynni-
ka zatamania pokrycia n; (rys. 4.11). Najbardziej interesujaca jest warto$¢ drogi zdud-
nief dla n3; = 1,408 odpowiadajacej gumie silikonowej. Wyniki analiz $wiadcza
o naturalnej dwéjtomnosci wtdkien niepoddanych dziataniu czynnikéw zewnetrznych
(tab. 4.2).

Tabela 4.2. Droga zdudnien L, dla wspélczynnika zalamania pokrycia n; = 1,408
Table 4.2. The beat of length L,, for the value of the refractive index cover 13 = 1.408

d=4pum d=5,6um d=64pm d=10,4 um
Ly, [mm] 36,05 36,09 36,09 36,10

W praktyce pomiarowej dwojlomnosé liniowa objawia si¢ zmiang stanu polaryza-
cji detekowanego swiatla, na podstawie ktérej mozna wyznaczyé przesunigcie fazowe
J ortogonalnych standéw polaryzacji z réwnania elipsy stanu polaryzacji (réwnanie
(2.2)). Interesujaca staje si¢ zaleznos$¢ przesunigcia fazowego w funkcji zmian wspét-
czynnika zatamania pokrycia n3. Przesunigcie fazowe, wynikajace z dwéjtomnosci
liniowej osrodka, wyraza si¢ zaleznoscia

o= -2/1—”1(11(:fer —Nrp) (4.11)
gdzie I oznacza drogg $wiatla w osrodku. W celu uniezaleznienia si¢ od dlugosci
wildkna, bedzie prosciej postugiwaé si¢ wartoscia wiasciwego przesunigcia fazowego,
odniesionego do jednego metra dlugosci swiattowodu, i tak
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o =

w

o 2rx
T =—(legerm — Teqrre ) 4.12)

A

Zaktadajac zmiany wspGlczynnika zatamania pokrycia n3 na poziomie 107 zawe-
zono n3 do przedziatu od 1,407 do 1,409 oraz podano wartodci réznicy wlasciwego
przesunigcia fazowego 44, obliczonego dla granic tego przedziatu (tab. 4.3). Wartosci
te sa bliskie 180° (z wyjatkiem $wiattowodu o $cigciu d = 10,4 um), dla dlugosci za-
tem widkna rzedu jednego metra otrzymuje si¢ wlasnie takie zmiany przesunigcia
fazowego O. Wynika stad, ze istnieje mozliwos$¢ rejestrowania takich zmian przy od-
powiednio ustalonej polaryzacji poczatkowej. W tabeli 4.3 przedstawiono zmiany fazy
A9, dla analizowanych $wiattowoddw.

Tabela 4.3. Zmiana wlasciwego przesuniecia fazowego 46, obliczonego dla wartosci
n3= 1,407 i ny= 1,409, 46, = 8,(n3 = 1,407) = 8,(n3 = 1,409)
Tablc 4.3. The numerically determined phase shifte 44, for
ny= 1407 and ny = 1.409, 48, = §,(n3 = 1.407) — J,(n3 = 1.409)

d=4pm d=5,6um d = 6,4 um d=10,4pm
Ly [mm] 174,78 174,21 174,19 153,29

Wszystkie obliczenia zostaty przeprowadzone dla pierwszego modu (czyli tzw.
modu zerowego rzedu). Dla zadanych parametréw (tab. 4.1) dla pewnosci sprawdzono
czy istnieja warunki dla prowadzenia modéw wyzszego rzedu. Wyniki tych obliczen
potwierdzily jednomodowos¢ analizowanych struktur typu D.

4.3.4. ROZKLAD POLA MODU

Na podstawie réwnan charakterystycznych (4.7) i (4.8) mozna wyznaczy¢ roz-
ktad pola dla modu zerowego rzgdu dla modéw TE i TM. Sporzadzono rozktady dla
wszystkich typéw $wiattowodow (tzn. dla d = 4; 5,6; 6,4; 10,4 um). Ze wzgledu
na nieznaczne réznice wspdlczynnikéw zatamania poszczegélnych warstw rozktady
pol dla modéw TE i TM dla danego $wiattowodu wykazuja réwniez niewielkie
réznice. Zdecydowano si¢ zatem przedstawié rozklad pola modu TE dla $wiattowo-
du o s$cieciu d = 4 um (rys. 4.3). Na uwage zastluguje przede wszystkim obszar
w otoczeniu $cigcia (tzn. granicy plaszcz—pokrycie). Obszar ten przedstawiono na
rysunkach 4.8 oraz 4.9. Na wykresach zamieszczono wyniki dla $wiatlowodoéw
o $cigciu d = 4 um oraz d = 5,6 um. Dla widkien o $cigciu d = 6,4 pmid = 10,4 um
warto$¢ pola (w jednostkach unormowanych do 100) w otoczeniu Scigcia wyniosta
ponizej 0,1.
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Rys. 4.8. Rozklad na kierunku prostopadlym do $cigcia plaszeza.
Pole modu TE zerowego rzgdu dia widkna o Scigeiu d =4 pm
Fig. 4.8. Distribution of clectrical field of the TE mode on the perpendicular direction
for the cross-section of the D-type fibre; d = 4 pm
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Rys. 4.9. Rozklad na kierunku prostopadlym do $cigcia plaszcza — obszar w otoczeniu $cigeia.
Pole modu TE i TM zerowego rzgdu dla widkna o $cigeiu d=4 pm
Fig. 4.9. Distribution of electrical and magnetical fields of the TE and TM modes
on the perpendicular direction for the cross-section of the D-type fibre; d =4 pm
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Rys. 4.10. Teoretyczna zaleznosé drogi zdudnien Ly od wspolezynnika zalamania pokrycia i,
dla odleglosci $cigeia plaszeza od granicy rdzen-plaszez; d = 4 pm
Fig. 4.10. Theoretical characteristics of the beat-length Ly in the function
of cover reflractive index n;, ford =4 pm

W rzeczywisto$ci mozna mierzyé jedynie zmiany natezenia wiazki $wiatla, ktora
uprzednio zostala poddana ,,obrébce optycznej”, tzn. po przejsciu przez polaryzatory
i plytki fazowe o odpowiednio zorientowanych osiach optycznych. Faza sygnalu nie
jest zatem parametrem mierzonym bezposrednio. Mozna ja wyznaczy¢ z réwnania
elipsy stanu polaryzacji (2.2). Istnieje rowniez mozliwos¢ pomiaru kata przesunigcia
fazowego w ukladzie ze sprzgzeniem zwrotnym [31, 41]. Przykladem jest ukiad plytek
fazowych o grubosci powodujacej przesunigcie fazowe ortogonalnych skladowych
wiazki tak, aby skompensowac powstalg roznic¢ faz. Uklad tych plytek fazowych
o regulowanej grubosdci nazywa si¢ kompensatorem (najbardziej znanym kompensato-
rem jest kompensator Babineta [17, 22]). Rozwigzanie to jest stosowane glownie
w objetosciowych ukladach optycznych do badania wiasciwosci elementéw polaryza-
cyjnych dla konkretnej dtugosei fali [22].

4.3.5. METODA PROPAGACI WIAZKI

Sposobem analizy propagacji swiatfa stosowanym do analizy struktur paskowych
jest tzw. metoda propagacji wigzki w skrocie BPM (ang. Beam Propagation Melod)
[88-90]. Metoda ta polega na wyznaczaniu rozkladu pola w kolejnych fragmentach
struktury wzdluz kierunku propagacji [87]. Zakladajac skoficzony rozmiar zZrddla
$wiatla, nalezy w analizie ewolucji frontu falowego uwzglgdni¢ dwa zjawiska: dyfrak-
cje i ogniskowanie.
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a) b)

Rys. 4.11. Zjawiska dyfrakcji i ogniskowania wiazki swiatla ograniczonej geometrycznie dla:
a) oérodka nieskonczonego o stalej wartosci wspélczynnika zalamania,
b) falowody paskowego o skokowym rozkladzie wspoélczynnika zalamania [82])
Fig. 4.11. Difraction and focusing of the optical beam propagating in geometrically restricted medium,
on the base of [82]

Dyfrakcja jest konsekwencja skonczonego rozmiaru wiazki pierwotnej (rys. 4.11a).
Ogniskowanie natomiast wynika z profilu wspétczynnika zalamania osrodka oraz jego
parametréw geometrycznych (rys. 4.11b). Jak mozna zauwazy¢ z rysunku 4.11 ogni-
skowanie wynika wprost z przesunigcia fazy w obszarach o réznych wartosciach
wspotczynnika zalamania na danym odcinku. Przyjmuje sig, ze dyfrakcja jest wyni-
kiem propagacji ograniczonej geometrycznie wigzki w nieograniczonej przestrzeni
o stalej wartosci wspoiczynnika zatamania $wiatta. W praktyce wartos¢ wspodtczynni-
ka zatamania przyjmuje si¢ jako wartosé posrednia miedzy falowodem i otaczeniem.
Idea metody polega na wyznaczeniu zmiany frontu falowego, wynikajacego z dyfrak-
cji po przebyciu odcinka Az, a nastgpnie uwzglednieniu przesunigcia fazowego wyni-
kajacego z efektu ogniskowania [82]. W kolejnym kroku powtarza si¢ algorytm, ana-
lizujacy dyfrakcje na kolejnym fragmencie Az. W ten sposéb dwa przebiegajace
réwnoczesnie efekty moga by¢ rozpatrywane kolejno jeden po drugim.

Punktem wyjscia opisu formalnego metody BPM jest réwnanie Helmholtza. Am-
plitude pola elektrycznego mozna przedstawi¢ w postaci

E(x, y,2) =m(x, y, z)e *om* (4.13)

gdzie m(x, y, z) jest wolnozmienna amplituda pola elektrycznego. Zaktadajac, ze ampli-
tuda sktadowej poprzecznej pola zmienia si¢ wolno na kierunku propagacji z i, wsta-
wiajac rownanie (4.13) do réwnania Helmholtza, otrzymuje si¢ postaé paraboliczng
tego rownania:

ok (90
pS1 R A
% [8x2+8y2

JEM;(;F -n)E (4.14)
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Z tego réwnania mozna wyznaczy¢ rozklad skladowej poprzecznej pola E(x, y, zo +
Az), znajac poprzedni rozktad E(x, y, z9), W nastgpujacy sposdb:

[_"_[2.:_..,.13.]:4_‘] ['H‘o (nz_nz)d,} [ i [_0_3-1..!)_1‘]5';]
E(x, Y129+ 42) = E(x, y, zg)et " "\ &7 2 Jgl2kono el 2o\ T2 ]y g5y

Autorzy zastosowali réwniez t¢ metod¢ do wyznaczenia rozkladu pola modu ze-
rowego rz¢du w swiattowodzie widknistym typu D. W tym celu do obliczen przygo-
towano dane rozktadu wspétczynnika zatamania w postaci siatki punktow, zawezonej
do obszaru jak na rysunku 4.12.

Rys. 4.12. Obszar struktury wiékna typu D wzigty do obliczen metodg BPM
Fig. 4.12. Are of the D-type optical fibre analyzed by mecans of BPM method

granica
plaszcr-pokeycie

Rys. 4.13. Rozklad pola modu TE zerowego rzedu na wyjsciu struktury o $cigciu d =4 pm
Fig. 4.13. Distribution of electrical field of the TE zero-order mode, d = 4 pm

Obliczenia zrealizowano wedtug oprogramowania napisanego przez prof. Marka
Blahuta [41]). Wyniki analiz przedstawiono na rysunku 4.13. Jest to rozklad pola fali
TE dla struktury o odlegtosci $cigcia od granicy rdzen—plaszez d = 4 um, po przeby-
ciu drogi propagacji 50 mm. Ze wzgledu na nieznaczne wnikanie pola fali
w obszar plaszcza dla wigkszych odlegtosci d, rozktady pdl s3 mato czytelne i zde-
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cydowano nie zamieszcza¢ ich w niniejszej pracy. Przedstawione natomiast wyniki
obrazuja, ze pole fali elektromagnetycznej ze wzgledu na granice plaszcz—pokrycie
staje si¢ asymetryczne. Oczywiscie, we wszystkich obliczeniach jako pokrycie
uwzgledniano gumg silikonowa o wspdtczynniku zalamania 1,408 (bez drobin ni-
klu). Biorac pod uwage rozmiar i wtasciwosci drobin, mozna uznaé, ze nie maja one
wigkszego bezposredniego wptywu na propagacj¢ modéw rdzeniowych we wiéknie,
poza stratami wynikajacymi z rozpraszania pola zanikajacego fali. Przedstawione
wyniki obliczen sa zgodne z uzyskanymi z rownan charakterystycznych (4.7) i (4.8),
przedstawionych na rysunku 4.8.

Wyniki prezentowanych w tym podpunkcie analiz numerycznych autor opubliko-
wal w pracy [88].

5. STANOWISKA BADAWCZE

5.1. STANOWISKO DO BADAN EFEKTU FARADAY’A

W badanych strukturach $wiattowodowych pole magnetyczne moze oddziatywaé
na faleg $wietlng propagujaca si¢ w rdzeniu widkna na dwa sposoby. Bezposrednio
przez zjawisko Faradaya, polegajace na skreceniu plaszczyzny polaryzacji $wiatla
oraz posrednio, przez efekt elastooptyczny. W opisie fizycznym oba efekty wiaza si¢
z tzw. dwdjtomnoscia indukowana: kotowg w przypadku efektu Faradaya, liniowa
(rzadziej kotowa) w przypadku efektu elastooptycznego. Dwéjlomnosé jest efektem
polaryzacyjnym, w jej wyniku zatem zmienia si¢ stan polaryzacji $wiatla na wyjsciu
Swiattowodu. Pomiar efektu magnetooptycznego opiera si¢ na wyznaczaniu parame-
tréw stanu polaryzacji $wiatta w funkcji pola magnetycznego. Podstawowe (bazowe)
stanowisko pomiarowe do badan efektu magnetooptycznego przedstawiono schema-
tycznie na rysunku 5.1.

Swiatlo o dtugosci 670 nm, emitowane przez diode laserowg LD, jest wprowadza-
ne do badanego widkna przez obiektyw Ob. Przed samym obiektywem znajduje sie
polaryzator GL i ptytka pétfalowa A/2 w celu spolaryzowania liniowego wigzki $wia-
tta oraz ustawienia azymutu polaryzacji. Badane wiékno jest wprowadzone do cewki
dtugiej C, petniacej rolg zrdédia pola magnetycznego. Na wyjsciu, po uformowaniu
wigzki przez soczewke typu SELFOC, wiazka §wiatla zostaje poddana analizie. Ana-
lizatorem jest pryzmat Wollastona WP, ktéry wchodzaca wiazke rozdziela katowo na
dwie wiazki o ortogonalnych stanach polaryzacji. Wiazki te sa rejestrowane przez dwa
niezalezne fotodetektory D. Uktad pryzmatu Wollastona i fotodetektoréw jest umiesz-
czony na ruchomej czgdci stolika obrotowego o wysokiej rozdzielczosci katowej
(0,01°). Konfiguracja taka umozliwia rejestrowanie sktadowych stanu polaryzacji pod
dowolnym katem.
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Rys. 5.1. Schemat stanowiska do badan efektu magnetooptycznego w Swiatlowodach:
LD - dioda laserowa; GP — polaryzator (pryzmat Glana); A/2 — plytka pétfalowa; Ob — obickiyw;
S — $wiatlowdd badany; C — cewka; Lk — soczewka kolimujaca (typu SELFOC);

WP - analizator (pryzmat Wollastona) D — detcktory; PC — komputer pomiarowy; PS — zasilacz cewki
Fig. 5.1. The scheme of measuring stand for investigation of magnetooptic effects in optical fibres:
LD — laser diode; GP — polarizer (Glan's prosm); A/2 — half-wave plate; Ob — objective;

S — tested optical fibre; C — magnetic coil; Lk — colimative lense (SELFOC type);

WP — analizer (Wollaston’ prizm); D — detectors; PC —~ computer; PS — power of coil

Rys. 5.2. Fotografia stanowiska do badan efektu magnctooptycznego w swiattowodach
Fig. 5.2. Photo of the measuring stand for investigstion of magneto-optic effects in optical fibres

Pomiar stanu polaryzacji $wiatta odbywa si¢ przez pomiar nat¢zenia skladowych
polaryzacji dla trzech kierunkéw: dwéch ortogonalnych 0° i 90° oraz trzeciego pod
zadanym katem ¢ zawierajacym si¢ w przedziale katowym pomigdzy 0° a 90°.
Umozliwia to wyznaczenie rOwnania prostej ,,a” (rys. 5.3) stycznej do elipsy stanu
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polaryzacji i tworzacej z osia ,,0x” kat: 90° + ¢. Wspélczynnik kierunkowy tej prostej
jest tangensem kata, czyli tg(90° + @), natomiast wspdlczynnik przesunigcia wyznacza
si¢ na podstawie sinusa kata ¢. Ostatecznie prosta ,,a” opisana jest réwnaniem:

’
m

E,=-Ectgp+ (5.1)

sing
Wstawiajac wyrazenie (5.1) do rownania elipsy stanu polaryzacji (2.2), otrzymuje
sie rownanie kwadratowe

1 . . ’
—.;,T,—(mi sin @+ 2m,m,, sin ¢ cos @ Ccos o + mf cos’ @+ mf) (5.2)
nmyn,sin” @ -

Réwnanie to musi mie¢ jedno rozwiazanie rzeczywiste, tak aby prosta ,,a” miala
tylko jeden punkt wspolny z elipsg stanu polaryzacji. Stad wyréznik poprzedniego
réwnania musi wynosié zero (4 = 0). Warunek zerowania wyréznika réwnania (5.2)
prowadzi do zaleznosci
202

sin
ot O (5.3)

m,m, sin 2

m'’2 —m? cos® @ —m

cosd =

Warto$¢ przesunigcia fazowego & migdzy skladowymi x i y oraz amplitudy m, i m,
ulatwiajg, za pomocg zaleznosci (2.3) i (2.4), wyznaczy¢ azymut i eliptycznos$¢ stanu
polaryzacji. Podsumowujac, idea wyznaczania stanu polaryzacji polega na pomiarze
wartosci amplitud m,, m, oraz amplitudy m; przy skrgceniu osi optycznej polaryzatora

wzgledem kierunku osi x o zadany kat ¢.
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Rys. 5.3. Idea wyznaczania stanu polaryzacji §wiatla
Fig. 5.3. The idea of determination of the stage of light polarization
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Jako zr6dta pola magnetycznego uzyto cewki dlugiej z rdzeniem powietrznym,
wewnatrz ktérej umieszczono tzw. chlodnice kapilarng, umozliwiajaca stabilizacje
temperatury badanego widkna (rys. 5.4). Chtodnica sklada si¢ z kapilary o srednicy
wewnetrznej 0,5 mm oraz zewnetrznej rury szklanej o srednicy zewngtrznej 20 mm,
dopasowanej do otworu cewki. Rur¢ z umieszczona osiowo Kkapilara zamknigto
szczelnie, umieszczajac dwa doprowadzenia (krééce) na przeciwlegtych jej koncach.
Przeptywajaca przez chtodnice woda z ultratermostatu stabilizuje temperatur¢ widkna
umieszczonego w kapilarze. Dodatkowo chiodnica zapewnia osiowe prowadzenie
wldkna wewnatrz cewki.

a)
80 cm
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Rys. 5.4. Cewka dtuga (a) oraz chlodnica kapilarna (b)
Fig. 5.4. The coil (long coil) (a) and the capillary radiator (b)

5.2. STANOWISKO DO POMIARU DROGI ZDUDNIEN

Do pomiaréw drogi zdudnien w stanowisku zastapiono cewke uktadem punktowe-
go nacisku. Zaprojektowano stolik z ,,V-rowkiem” na swiattowdd, nad ktérym znaj-
duje si¢ stolik posuwu ,,x” z ramieniem dociskowym zakoriczonym rolka (rys. 5.5).
Uktad ten umozliwia wywieranie na widkno punktowego nacisku, ktéry moze sig
przesuwac¢ wzdluz swiattowodu. Swiattowéd umieszezony jest w rowku w ksztalcie
litery ,,V” i umocowany ta$ma klejaca. Rami¢ dociskowe zakonczone rolka wywiera
punktowy nacisk na wiékno. Ramig to jest umocowane do stolika posuwu ,,x”, ktéry
jest wyposazony w silnik krokowy.

Pomiar jest realizowany w nast¢pujacy sposéb. Stan polaryzacji na wejsciu usta-
wia si¢ plytka p6ifalowa, tak aby pobudzié tylko jeden mod polaryzacyjny. Analizator
(pryzmat Wollastona) WP ustawia si¢ natomiast pod katem 45° wzgledem osi widkna.
Umozliwia to interferencje modéw polaryzacyjnych. Nastgpnie zaklada si¢ rami¢ do-
ciskowe 1 wlgcza posuw ze stala predkoscia, jednoczesnie rejestrujac sygnaty na foto-
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detektorach, uzyskujac tym samym zalezno$é natgzenia $wiatta w funkcji polozenia
punktu dociskowego do $§wiattowodu. Idea pomiaru polega na tym, ze punktowy na-
cisk wywoluje sprzezenie miegdzy modami polaryzacyjnymi wiékna. Prowadzi to do

stolik posuwu x sterowany silnikiem krokowym

ramie dociskowe

Swiatlowod badany \ stolik z “V rowkiem™ na $wiatlowéd

Rys. 5.5. Uklad wywierania punktowego nacisku do pomiaru drogi zdudnien
Fig. 5.5. System for the beat-rated determination in optical fibres
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Rys. 5.6. Idea pomiaru drogi zdudnien $wiatlowod6éw wiéknistych:
GP - polaryzator (pryzmat Giana); FD — fotodetektor; PC — komputer pomiarowy
Fig. 5.6. Idea of the system of beat-rate measurements in optical fibres:
GP - polarizer (Glan’s prism); FD - photodetector; PC — computer

przeptywu energii do modu poczatkowo niepobudzonego. Na wyjsciu oba mody inter-
feruja. Wynik interferencji zalezy od dtugosci migdzy punktowym zaburzeniem (doci-
skiem) a koficem widkna. Jesli na wyjsciu rejestrujemy maksimum, to mody interfe-
rowaly w zgodnej fazie, a jes§li minimum, to w przeciwfazie [89]. Maksimum
$wiadczy zatem o tzw. zdudnieniu modéw polaryzacyjnych. Dwa kolejne maksima
(,,zdudnienia”) uzyskane w trakcie przesunigcia docisku wyznaczaja drogg zdudnien
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L, bedacy roznicg odleglosci przesuniecia docisku, dla ktérych otrzymano maksimum
(,,zdudnienie”). Schematycznie ideg te¢ przedstawiono na rysunku 5.6. W przeprowadzo-
nych badaniach zastosowano jedynie samo ramig¢ dociskowe, ktére przesuwano recznie.
Wzbogacenie uktadu o stolik posuwu ,,x” z silnikiem krokowym nastapito z pewnym
op6znieniem i na tym etapie badan byto w trakcie projektowania i realizacji.

5.3. STANOWISKO DO BADAN EFEKTOW ELASTOOPTYCZNYCH

Stanowisko badawcze przystosowano takze do pomiaru wplywu $ciskania anizo-
tropowego na wilasciwosci polaryzacyjne widkien. W tym celu cewke zastapiono
ukladem dociskowym przedstawionym na rysunku 5.7. Dzwignia tego uktadu wywo-
tuje site nacisku proporcjonalng do obcigzenia. Menzurka z woda umozliwia regulacje
obciazenia widkna. Pomiar polega na wyznaczaniu stanu polaryzacji (jak dla efektu
magnetooptycznego) w funkcji sity nacisku. Podobnie jak w poprzednich przypad-
kach, proces pomiarowy przebiegal automatycznie (z wyjatkiem napetniania menzur-
ki) z wykorzystaniem odpowiednio oprogramowanego komputera. Warto nadmieni¢,
Ze stanowisko wyposazono w obrotowe uchwyty, ktére mialy zapewni¢ odpowiednie
utozenie widkna na stoliku dociskowym przez obrét widkna wzgledem jego osi.
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Rys. 5.7. Uklad dociskowy do badan efektéw elastooptycznych
w anizotropowym $ciskaniu wtékien optycznych
Fig. 5.7. Idea of the system for investigations of elastooptic effects in optical fibres

5.4. STANOWISKO DO WYZNACZANIA ROZKEADU POL MODOWYCH

Oddzielnym uktadem byto stanowisko do wyznaczania rozktadu p6l modowych.
W tym stanowisku wykorzystano diode laserowg do pobudzenia widkna z zastosowa-
niem tych samych elementéw optycznych i polaryzacyjnych jak poprzednio. Na wyj-
Sciu zastosowano kamer¢ CCD z obiektywem wyposazonym w pryzmat Wollastona.
Obiektyw ten umozliwit jednoczesng rejestracje obu ortogonalnych moddéw polaryza-
cyjnych. Schemat tego uktadu przedstawiono na rysunku 5.8.
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Rys. 5.8. Stanowisko do rejestracji rozktadu pél modowych: LD - dioda laserowa;
GP - polaryzator (pryzmat Glana); /2 - plytka p6lifalowa; Ob — obiektyw; S — swiattowdd badany;
OWP - obiektyw z pryzmatem Wollastona; CCD - kamera CCD; PC - komputer pomiarowy
Fig. 5.8. System for determination of mode fields in optical fibres: LD — laser diode; GP — polarizer;
A2 — half-wave plate; Ob ~ objective; S — testing optical fibre; OWP - objective with Wollaston’s prism;
CCD - camera; PC - computer

6. WYNIKI BADAN

W tej czgsci zostaly przedstawione wyniki badan eksperymentalnych wybranych
swiatlowodéw specjalnych. Prowadzono badania wlasciwo$ci magnetooptycznych
$wiattowoddéw typu D o réznej konfiguracji geometrycznej. Badano swiattowody
z pokryciem wykonanym z gumy silikonowej, a takze swiattowody, w ktdrych w po-
kryciu znajdowaty sie drobiny niklu. Wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan
eksperymentalnych umozliwiaja zaprojektowanie $wiattowodu typu D o zalozonej
czutosci magnetooptycznej.

6.1. SWIATLOWODY SPECJALNE TYPU D Z POKRYCIEM ZWYKLYM

W podrozdziale tym zostang zaprezentowane wyniki pomiaréw $wiattowodéw
specjalnych typu D z pokryciem (niemagnetycznym) z gumy silikonowe;j.

Parametry geometryczne i materialowe zostaly umieszczone w tabeli 4.1. W pierw-
szej kolejnosci $wiattowdd ten zostal poddany badaniom na stanowisku do pomiaru
efektu magnetooptycznego (rys. 5.1 i rys. 5.2). Podczas przeprowadzania eksperymentu
kontrolowano orientacj¢ widkna typu D, ustawiajac plaszczyzng $cigcia plaszcza (gra-
nica plaszcz—pokrycie) poziomo do stolika, na ktérym mocowano uchwyt swiattowo-
dowy. W trakcie pomiaréw stan polaryzacji wejsciowej byl ustawiany pod katem 45°
do plaszczyzny $cigcia ptaszcza $wiattowodu tak, aby pobudzi¢ oba mody polaryza-
cyjne réwnomiernie. Na rysunku 6.1 przedstawiono wyniki badania efektu magneto-
optycznego w temperaturze 10 °C oraz zmiany kata Ade (azymutu) skrgcenia stanu
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polaryzacji w funkcji indukcji B zewngtrznego pola magnetycznego. W swiattowodzie
tym, przy réwnolegliej konfiguracji pola magnetycznego wzgledem osi widkna, domi-
nujacym zjawiskiem magnetooptycznym jest efekt Faradaya. Dlatego wyniki pomia-
réw przedstawiono w postaci zaleznosci skrgcenia plaszczyzny polaryzacji A«
w funkcji indukeji pola magnetycznego B. Jak to przedstawiono w czgsci 2.3 we wzo-
rze (2.8), efekt Faradaya mozna zapisaé¢ w postaci Ao = VIB.
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Rys. 6.1. Zaleznos¢ skrgcenia ptaszczyzny polaryzacji w funkcji indukeji pola magnetycznego
(T =10 °C) dla $wiattowodu typu D o $cigciu d = 4 um (z pokryciem niemagnetycznym)
Fig. 6.1. Characteristics of twisting plate of polarization in external magnetic field (in temperature
T =10 °C) for the D-type optical fibre with cutting d = 4 um (the optical fibre with unmagnetic cover)

Taka reprezentacja danych pomiarowych utatwia aproksymowanie punktéw po-
miarowych linia prosta (tzw. metoda regresji liniowej). Wspdlczynnik kierunkowy tej
prostej podzielony przez diugos¢ $wiattowodu poddanego oddziatywaniu pola ma-
gnetycznego ! wyraza tzw. stalg Verdeta materiatu widkna, w ktérym propaguje si¢
$wiatto. Po wykonaniu stosownych obliczen stata Verdeta $wiattowodu wyniosta

V =2,375 rad/(T*m)

Z literatury dotyczacej efektu magnetooptycznego w $wiattowodach wiéknistych
wiadomo, Ze stala Verdeta wiékien zalezy od temperatury [7, 49, 62, 74, 76]. Jest to,
poza indukowang efektami elastooptycznymi dwdjtomnosécia, najpowazniejszy czyn-
nik niepozadany w pomiarach magnetooptycznych. Korzystajac z ukladu stabilizacji
temperatury z chtodnicg kapilarng (rys. 5.4b) podiaczonego do ultratermostatu, wyko-
nano réwniez badania efektu magnetooptycznego dla réznych temperatur. Wyniki
tych eksperymentéw dla $wiattowodu typu D z pokryciem niemagnetycznym o odle-
glosci Scigcia d = 4 pm przedstawiono na rysunkach (rys. 6.2, rys. 6.3, rys. 6.4,
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rys. 6.5). Z przedstawionych wynikéw wyznaczono stale Verdeta i przedstawiono je
w funkcji temperatury na rysunku 6.6.
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Rys. 6.2. Zaleznos¢ skrecenia plaszczyzny polaryzacji w funkcji indukcji pola magnetycznego
(T =16 °C) dla swiattowodu typu D o $cigciu d = 4 um (z pokryciem niemagnetycznym)
Fig. 6.2. Characteristics of twisting plate of polarization in external magnetic field (in temperature
T =16 °C) for the D-type optical fibre with cutting d = 4 um (the optical fibre with unmagnetic cover)

0,08

0'07 P SR

DTS Ty ae——

Act frad]

.03 4

0,024

0 2 4 6 8 10 12 14 1€
B {mT)
Rys. 6.3. Zaleznos¢ skrecenia plaszczyzny polaryzacji w funkcji indukcji pola magnetycznego
(T =42 °C) dla $wiattowodu typu D o scigciu d = 4 pm (z pokryciem niemagnetycznym)
Fig. 6.3. Characteristics of twisting plate of polarization in external magnetic field (in temperature
T =42 °C) for the D-type optical fibre with cutting d = 4 pm (the optical fibre with unmagnetic cover)
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Rys. 6.4. Zaleznos¢ skrecenia plaszczyzny polaryzacji w funkcji indukceji pola magnetycznego
(T = 54 °C) dla $wiatlowodu typu D o scigciu d = 4 pm (z pokryciem niemagnetycznym)
Fig. 6.4. Characteristics of twisting plate of polarization in external magnetic field (in tempcraturc
T = 54 °C) for the D-typc optical fibre with cutting d = 4 um (the optical fibre with unmagnetic cover))

Q.14

012

0‘1. B

0.08

A frad]

0.36

434

.02

9 z 4 § 8 10 12 4 1€
B {m¥]

Rys. 6.5. Zalezno$¢ skrecenia plaszczyzny polaryzacji w funkcji indukeji pola magnetycznego
(T = 65 °C) dla $wiattowodu typu D o $cigciu d = 4 pm (z pokryciem niemagnetycznym)
Fig. 6.5. Characteristics of twisting plate of polarization in external magnetic field (in temperature
T = 65 °C) for the D-type optical fibre with cutting d = 4 um (the optical fibre with unmagnetic cover)

Na podstawie przedstawionych na rysunkach 6.2, 6.3, 6.4 oraz 6.5 zostala wyzna-
czona zaleznosc statej Verdeta w funkcji temperatury. Zalezno$¢ t¢ przedstawiono na
rysunku 6.6.
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Rys. 6.6. Zaleznos¢ statej Verdeta w funkcji temperatury dla $wiattowodu typu D
o $cigciu d = 4 um z pokryciem niemagnetycznym
Fig. 6.6. Dependence of the Verdet parameter on temperature for the D-type
optical fibre with cutting d =4 pm (the optical fibre with unmagnetic cover)

Tabela 6.1. Stala Verdeta V $wiatlowodu typu D o Scigciu d =4 pm
z pokryciem niemagnetycznym dla kilku temperatur
Table 6.1. The Verdet’s parameter V for the D-type optical fibre with cutting d =4 pm
(the optical fibre with unmagnetic cover) in some temperatures

T=16°C T=42°C T=754°C T=065°C
Virad T' m™ 3,09 6,62 8.26 9,80

Na uwage zastuguje zbieznos$¢ otrzymanych wynikéw (tab. 6.1) z danymi z litera-
tury [90-92], gdzie podana wartos¢ statej Verdeta dla szkiet krzemionkowych wynosi
od 2 do 3,5 rad/Tm w zaleznosci od sktadu szkla.

Swiattowéd typu D, jak pokazuja analizy teoretyczne zaprezentowane w rozdziale 4,
jest $wiattowodem majacym dwdjtomno$¢ wynikajaca z asymetrycznej geometrii
struktury (tab. 4.1). Parametrem charakteryzujacym dwdjlomnos¢ jest tzw. droga
zdudnien opisana zaleznoscia (4.10). Eksperymentalnie parametr ten wyznaczono
z wykorzystaniem metody i stanowiska opisanego w poprzednim punkcie (rys. 5.5
irys. 5.6). Warto$¢ drogi zdudnien dla tego widkna optycznego wyniosta

L, = 54,4 (25) mm

Starano si¢ réwniez okresli¢ wspdtczynnik ttumienia tych §wiattowodéw. Thumie-
nie widkien zmierzono tzw. metodg odcigcia widkna. Metoda ta polega na zmierzeniu
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natezenia $wiatla transmitowanego przez diugi i krétki odcinek widkna z zachowa-
niem warunkéw pobudzenia (po wykonaniu pomiaru nat¢zenia na koncu diugiego
fragmentu widkna odcina si¢ czgs$¢ widkna, pozostawiajac kroétki fragment, ktdry na-
stgpnie jest mierzony). Otrzymane wyniki umozliwily okreslenie ttumienia na pozio-
mie 2,4 dB/km. Mozna przyjaé, ze ttumiennos¢ tych wiokien zawiera si¢ w tym prze-
dziale. Z informacji uzyskanej od producenta wynika, ze tlumienno$é¢ tych
$wiattowodow jest wigksza od 1 dB/km.

6.2. SWIATLOWODY Z POKRYCIEM MAGNETYCZNYM

W ramach przeprowadzonych badan starano si¢ wyjasni¢ wplyw magnetycznych
pokry¢ $wiatlowoddw na ich wlasciwosci magnetooptyczne. W tym celu zostaly wy-
tworzone swiattowody typu D oraz $wiattowody cylindryczne, ktére w procesie pro-
dukcji pokryto warstwa gumy silikonowej z drobinami magnetycznego niklu (Produ-
centem $wiatlowodéw jest Pracownia Technologii Swiattowodéw UMCS w Lublinie).

W zewngtrznym polu magnetycznym drobiny niklu podlegaja oddziatywaniu, kt6-
re wywoluje zmiany wiasciwosci pokrycia (guma silikonowa). W rezultacie, jak wy-
kazano w czedci teoretycznej, zmienia si¢ dwodjlomnosé liniowa widkna (ktérg
w $wiatlowodach charakteryzuje np. droga zdudnien). Celem tych badan bylo wyzna-
czenie zmian wiasciwosci polaryzacyjnych widkna pokrytego gumga silikonowa z dro-
binami niklu w funkcji zewngtrznego pola magnetycznego.

6.2.1. POKRYCIE SWIATLOWODU Z GUMY SILIKONOWEJ Z DROBINAMI NIKLU

Nikiel jest jednym z trzech podstawowych pierwiastkdw, ktére w postaci krysta-
licznej wykazuja wilasciwosci ferromagnetyczne w temperaturze pokojowej. Tempe-
ratura Curie niklu wynosi T¢ = 358 °C. Krystalizuje on w ukladzie regularnym plasko
centrowanym o statej sieci 3,53 A. Nikiel w formie litej jest materiatem ferromagne-
tycznie migkkim, tzn. ze ma waska petle histerezy. Ma zatem niewielkie pole koercji
Hy=1,4-10> A/m.

Nikiel podobnie jak i inne ferromagnetyki ma wilasciwosci magnetostrykcyjne.
Magnetostrykcja jest zjawiskiem zmian rozmiardw liniowych (a co za tym idzie row-
niez zmian objetosci) ciata w zewnetrznym polu magnetycznym. Zjawisko to jest sci-
$le zwigzane ze struktura domenowa materiatu i ulega nasyceniu przy bardzo duzych
polach magnetycznych (podobnie jak w ferromagnetyzmie). W wartosciach pol od-
powiadajacych nasyceniu tego efektu, wzgledne zmiany rozmiaréw liniowych wyno-
sza Al/l = 10 - 107, W niklu nasycenie jest osiagane dla zmian rozmiaréw na po-
ziomie Al/l ~ 4-107. Fizyczny mechanizm zjawiska magnetostrykeji przedstawiono
w pracach [93] (i nie bedzie tu analizowany).

Sproszkowany material ferromagnetyczny ma inne wlasciwosci magnetyczne niz
materiat objetosciowy. Wynika to z faktu, iz procesy magnesowania zaleza od wiel-
kosci czastek. Podczas zmniejszania rozmiaréw drobin procesy te zachodza coraz
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trudniej. Skutkiem jest wzrost pola koercji H, a co za tym idzie réwniez pola rema-
nencji Bg. Zmniejszanie rozmiaréw drobin ponizej 10 um powoduje wzrost pola
koercji Hg o kilka rzgddw [94]. Pole remanencji ro$nie wéwczas kilkakrotnie. Przy-
czyna takiego zachowania si¢ coraz mniejszych drobin jest wzrost gestosci energii
$cian Blocha [65]. Przemieszczanie sie tych $cian w procesie magnesowania jest
utrudnione. Dla rozmiaréw od 1 do 10 um drobiny moga wykazywaé strukture jed-
nodomenowa. Pole remanencji pojedynczej drobiny jest wéwczas zblizone do war-
tosci By odpowiadajacej nasyceniu Hy [95]. Z tej przyczyny w zewngtrznym polu
magnetycznym nastgpuje obrét drobiny jednodomenowej, na ktéra dziata moment
sity [99]. Jedli takie drobiny zostang umieszczone w gumie silikonowej, to dziataja-
ce na nie momenty sil ze strony zewngtrznego pola, usitujace drobiny obrécié, wy-
wolajg naprezenia i deformacje gumy silikonowej. Naprezona guma zmienia swoje
wlasciwosci optyczne w wyniku tzw. efektu elastooptycznego. W elastooptyce sto-
suje sig tzw. stala elastooptyczng C [96]:

An=C(1, - 1,) (6.1)

gdzie 7; i 7 sa odksztalceniami gléwnymi. Powstate odksztalcenia i napr¢zenia
w gumie silikonowej wywotaja dwdjtomno$¢ opisang zaleznoscia (6.1). Jak wykazat
Kerr [24], oba wspélczynniki zalamania fal wlasnych osrodka poddanego odksztatce-
niom sa wigksze od wspdlczynnika zalamania o$rodka nieobciazonego. Dotyczy to
osrodkéw izotropowych optycznie. Wspdtczynnik elastooptyczny gumy silikonowej
(wg literatury [97]) zawiera si¢ w granicach C = (0,34-2,23)-107° Pa™ (Dla poréwna-
nia szklo krzemionkowe ma stala elastooptyczna réwna C = 4,19-107"2 Pa™'). Nie-
stety nie udato si¢ wyznaczy¢ wspétczynnika elastooptycznego gumy silikonowej
eksperymentalnie. (Autorzy nie mieli odpowiedniej ilosci gumy silikonowej, tak aby
mozna byto wytworzy¢ prébke o rozmiarach umozliwiajacych pomiar statej elasto-
optycznej na komercyjnym stanowisku do pomiaréw elastooptycznych [24, 96].

6.3. WYNIKI EKSPERYMENTALNE BADAN SWIATEOWODOW
Z POKRYCIEM MAGNETYCZNYM

Swiattowody typu D z pokryciem w postaci gumy silikonowej z drobinami niklu
poddano badaniom magnetooptycznym na stanowisku z rysunku 5.1.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono eksperymenty na tych samych $wiatlo-
wodach typu ,step-index” o petnej symetrii cylindrycznej, lecz z pokryciem magne-
tycznym (guma silikonowa z drobinami niklu) oraz z pokryciem zwyktym (guma sili-
konowa). Zgodnie z informacja podana przez producenta §wiattowoddéw, koncentracja
objgtosciowa drobin niklu w gumie silikonowej wynosi mniej niz AVy/V,, = 107,
Wyniki tych badaf wykazaty niewrazliwosé swiattowodéw typu ,,step —index” z po-
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kryciem magnetycznym na zewnetrzne pole magnetyczne (rys. 6.7). Przebieg charak-
tyrystyki przedstawionej na tym rysunku swiadczy o ekranowaniu pola magnetyczne-
go przez pokrycie magnetyczne. Swiattowéd o takiej samej strukturze typu D pozba-
wiony drobin niklu wykazywal bardzo wyraznie skrecenie plaszczyzny polaryzacji
w skutek efektu Faradaya.

Na podstawie tych wynikéw eksperymentalnych zatozono niewrazliwos$¢ struktur
typu D z pokryciem magnetycznym na tzw. efekt Faradaya. Pozostaje do wyjasnienia
udziat efektu elastooptycznego w gumie silikonowej na zmiang dwéjtomnosci linio-
wej widkna. Dwdjlomnosé liniowa wywotuje przesunigeie w fazie migdzy ortogonal-
nymi modami polaryzacyjnymi osrodka. Uzasadnione jest zatem przedstawienie wy-
nikéw pomiaréw jako réznicy fazy ¢ migdzy ortogonalnymi modami polaryzacyjnymi
w funkeji zewnetrznego pola magnetycznego B. Warto$¢ kata o zostata wyznaczona
na podstawie wyrazenia (5.3) z wykorzystaniem opracowanego programu numerycz-
nego.

4.0

25 ] | 4 -step-index z pokryciem zwyklym
i B - step-index z pokryciem magnetycznym
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»
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Rys. 6.7. Skrecenie plaszczyzny polaryzacji w funkeji zewngtrznego pola magnetycznego B
dla swiattowoddw cylindrycznych typu ,,step-index” z pokryciem z gumy silikonowej oraz ,step-index”
z pokryciem z gumy silikonowej z drobinami niklu
Fig. 6.7. Twisting of the plate of polarization as a function of external magnetic field B:
the cylindrical optical fibre of step-index type with organo-silocon cover and for the optical fibre
of step-index type where in the organo-silicon cover nickel particles are located

Na rysunkach (6.8-6.10) przedstawiono wyniki pomiaréw magnetooptycznych dla
kilku r6znych temperatur Swiattowodéw specjalnych typu D z pokryciem magnetycz-
nym o odlegtosci $cigcia d = 4 um.
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Zaleznosé réznicy fazy migdzy ortogonalnymi modami polaryzacyjnymi

w funkcji indukcji pola magnetycznego przy T = 16 °C dla $wiattowodu typu D

z pokryciem magnetycznym o $cigciu d = 4 um

Fig. 6.8. Dependence of the phase difference of the orthogonal modes
between external magnetic field (in temp. 7= 16 °C) for the D-type optical fibre
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Zaleznos¢ r6znicy fazy migdzy ortogonalnymi modami polaryzacyjnymi

w funkcji indukcji pola magnetycznego przy T = 32 °C dla $wiatlowodu typu D

z pokryciem magnetycznym o $cigciu d =4 pm

Fig. 6.9. Dependence of the phase difference between the orthogonal modes
in external magnetic field (in temp. T = 32 °C) for the D-type optical fibre

with cutting d = 4 um (the optical {ibre with magnetic cover)
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Rys. 6.10. Zaleznosé réznicy fazy migdzy ortogonalnymi modami polaryzacyjnymi
w funkcji indukcji pola magnetycznego przy T = 42 °C dla $wiatlowodu typu D
z pokryciem magnetycznym o $ci¢ciu d =4 pm
Fig. 6.10. Dependence of the phase difference between the orthogonal modes

in external magnetic field (in temp. T = 42 °C) for the D-type optical fibre
with cutting ¢ = 4 um (the optical fibre with magnetic cover)

Wyniki te wskazuja wzrost czutosci widkna na dziatanie zewngtrznego pola ma-
gnetycznego wraz ze wzrostem temperatury. Warto réwniez zauwazy¢, ze dla B = 0
warto$é réznicy fazy 8rosnie wraz ze wzrostem temperatury. Swiadczy to o wzroscie
wspoétczynnika zatamania pokrycia wskutek efektu elastooptycznego. Stan napr¢zenia
w gumie silikonowej oraz jej deformacja zmienia si¢ w funkcji temperatury. Zacho-
wanie takie mozna ttumaczy¢ temperaturowa zmiang whasciwosci elastycznych gumy
silikonowej, a takze réznicg rozszerzalnosci cieplnej niklu i gumy silikonowej, co
wszystko w rezultacie prowadzi do powstania napre¢zen wewnatrz gumy silikonowe;.
Nie bez znaczenia na przebieg tych zjawisk ma réwniez zalezno$¢ namagnesowania
drobin niklu od temperatury.

Swiattowody wiékniste standardowe (niedwéjtomne) sa wrazliwe nawet na nie-
wielkie napr¢zenia mechaniczne, powodujace indukowang dwdéjtomnos¢ liniowa (zgi-
nanie, $ciskanie, rozciagganie), a takze kotowg (skrgcanie) [11, 29].

Analizowane struktury typu D maja niewielka dwdjtomno$é liniowa, jak wynika
z analiz teoretycznych (tab. 4.2) i wynikéw eksperymentalnych (punkt 6.1). Istotne
zatem staje si¢ pytanie, w jakim stopniu sa wrazliwe na zewnetrzne naprgzenie.
W zwigzku z tym $wiattowody te poddano badaniom anizotropowego $ciskania na
stanowisku z rysunkéw 5.7 1 5.8. Otrzymane wyniki wykazaly nizsza wrazliwos¢ na
naprezenia mechaniczne $wiattowodéw specjalnych typu D z pokryciem magne-
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tycznym od wrazliwosci $wiattowoddw typu ,,step-index”, ktére réwniez badano na
tym stanowisku (rys. 6.11).

0,14
oi i A - step-index z pokryciem zwyklym i
) | B - typ D z pokryciem magnetycznym {d=4um}
o H

0,06 T by »

0,04 4 /
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Rys. 6.11. Anizotropowe $ciskanie wiékna typu D z pokryciem magnetycznym (d = 4 um) oraz wlékna
standardowego typu ,,step-index” (F - sita na jednostkg¢ diugosci widkna; By — dwdjlomnosc)

Fig. 6.11. Anizotropic compression of: the D-type optical fibres with magnetic cover (d = 4 pm) and the

standard optical fibre of step-index type (F - force on unity of the fiber; B, birefringence of the fibres)

6.4. BADANIE ROZKLADU POL MODOWYCH
SWIATEOWODOW SPECJALNYCH TYPU D

Na etapie projektowania struktury typu D zatozono, ze pole zanikajace fali $wietl-
nej bedzie penetrowalo obszar pokrycia wiékna od strony $cigcia. Wstgpne analizy
przedstawione w rozdziale czwartym wykazaty, ze wiasciwosci pokrycia wptywaja na
propagacj¢ wiazki w $wiattowodzie typu D. Wyznaczony rozklad pola potwierdza
wyraznie wnikanie pola fali do pokrycia (rys. 4.8-4.10, 4.14). Eksperymentalnie wy-
znaczony rozkfad pola prezentuje rysunek 6.12 oraz 6.13. Na rysunku 6.13 dla poréw-
nania przedstawiono rowniez rozkiad pola modu dla widkna o scigciu d = 10,4 um. Na
wykresie tym wida¢, ze pole zanikajace fali Swietlnej nie penetruje pokrycia, ktére
znajduje si¢ za daleko od plaszczyzny $cigcia widkna.

Na wykresie (rys. 6.12) przedstawiono rozktady pola modu TE $wiattowodu
o scigciu d = 4 um dla dwéch kierunkéw. Pierwszy dla kierunku réwnolegtego do
Scigcia plaszcza i przechodzacego przez srodek rdzenia (punkty zaznaczone kwadra-
tami); drugi rozktad jest wykonany dla kierunku prostopadiego do icigcia plaszcza
i réwniez przechodzacego przez $rodek rdzenia (punkty zaznaczone trdjkatami). Roz-
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ktad pola w kierunku réwnolegtym do $ciecia jest symetryczny wzglgdem osi widkna,
natomiast rozktad w kierunku prostopadtym odbiega od symetrii osiowej. Pole w tym
kierunku wyraZnie szybciej zanika od strony $ciecia. Jest to spowodowane obecnoscia
granicy $cigcia ptaszcz—pokrycie. lloSciowe poréwnanie wynikéw eksperymentalnych
z obliczeniami nie jest mozliwe. Ze wzgledu na réznice twardosci gumy silikonowej
i szkla krzemionkowego czolo, przycietego do pomiaréw widkna, charakteryzuje si¢
duza liczbg defektéw w obszarze pokrycia.

A - kierunek prostepadly do §cigcia
# - Kierunek rdwnolegly do $ciecia
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Rys. 6.12. Rozklad pola modu TE zerowego rzgdu dla widkna z pokryciem magnetycznym
o $cigciu d =4 pm
Fig. 6.12. Distribution of field of the zero-order TE mode for the D-type
optical fibre with magnetic cover (d = 4 pm)

W procesie cigcia na koncowce wtékna pokrycie silikonowe ulega zniszczeniu
i odklejeniu od ptaszcza. Z tych powodéw nie wykonano réwniez pomiaréw rozkiadu
pola w funkcji pola magnetycznego B.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze swiattowody typu D mialyby znacznie lep-
sze wlasciwosci magnetooptyczne, gdyby odlegtos¢ d ciecia byta mniejsza od 4 um.

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono pomiary drogi zdudnien oraz tiu-
mienia $wiattowodéw typu D z pokryciem magnetycznym. Droga zdudnien dla widk-
na o scieciu d = 4 um wyniosta

L,=41,0(25) mm
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Rys. 6.13. Rozktad pola modu TE zerowego rzgdu dla widkna z pokryciem magnetycznym
o $cigciv d = 10,4 pm
Fig. 6.13. Distribution of field of the zero-order TE mode for the D-type
optical fibre with magnetic cover (d = 10,4 pm)

Poréwnujac z analizami teoretycznymi (tab. 4.2) wynik ten jest nieznacznie wigk-
szy, wartos¢ obliczona bowiem wyniosta L, = 36,05 mm.

Do wyznaczenia ttumienia dysponowano wiéknem o dtugosci 20 m. Dlugos¢ ta
okazata si¢ wystarczajaca do wyznaczenia tlumienia Swiattowodu metoda odcigcia
(w trakcie pomiaru odcigto 18 m widkna). Wspdtczynnik ttumienia $wiattowodu typu D
z pokryciem magnetycznym o scigciu d = 4 um wyniost

A(A =670 nm) = 14,5 (23) dB/km

Dla swiattowoddw specjalnych jest to wielkosé stosunkowo nieduza. Wspdlczesne
swiattowody telekomunikacyjne majq tlumienie na poziomie utamkéw dB/km (przy
diugosci fali 1,55 um). Swiattowody specjalne, dwéjtomne, fotoniczne itp. charakte-
ryzuja si¢ thtumiennosciami na poziomie kilku dB/km [97-99]. Dla zastosowan czujni-
kowych, gdzie wi6kno sensorowe ma diugosci pojedynczych metréw, otrzymana
wartos¢ wspoétezynnika tlumienia jest zadowalajaca.

6.5. ANALIZA NIEPEWNOSCI POMIAROWYCH

Przedstawione wyniki badan eksperymentalnych zostaly otrzymane z wykorzysta-
niem opracowanych na potrzeby realizacji niniejszych stanowisk pomiarowych. Sta-
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nowiska te byly w pelni zautomatyzowane, co migdzy innymi miato ograniczy¢ su-
biektywny udzial obserwatora w otrzymanych wynikach. Proces pomiarowy byt ste-
rowany przez komputer pomiarowy, z wykorzystaniem odpowiedniego programu
numerycznego.

Zaznaczone na wykresach z rysunkéw 6.1-6.15 niepewnosci wyznaczenia indukcji
magnetycznej wynikaly z dokfadnosci pomiaru pradu zasilajacego cewke. Dokladnos¢
ta wynosila £2% w stosunku do zakresu 20 A. Punkty pomiarowe zostaly programo-
wo wyznaczone jako wartosci $rednie z kilkunastu pomiaréw. Cykl pomiarowy naj-
czgseiej prowadzony byt kilkakrotnie, a punkty byly wyznaczone zaréwno dla wzra-
stajacych warto$ci indukcji pola magnetycznego, jak réwniez nastgpnie, po
osiagnieciu wartosci maksymalnych, dla malejacych. Zaznaczona na wykresach war-
to$é skrecenia plaszczyzny polaryzacji A« jest wyznaczona jako warto$¢ Srednia. Jej
niepewnos¢ jest odchyleniem standardowym tej wartosci. Tak wyznaczona niepew-
no$¢ nie przekraczata £3% wyznaczonej wartosci kata Aa skrgcenia plaszezyzny pola-
ryzacji. Zdarzalo si¢ w trakcie badan, ze w ramach danej serii pomiarowej otrzymany
punkt odbiegatl istotnie od wartosci spodziewanej. Zdaniem autora, wynikato to
z wrazliwosci efektow polaryzacyjnych w swiattowodach o niskiej dwdjtomnosei od
przypadkowych, zewngtrznych czynnikdéw (np. przypadkowych, niekontrolowanych
zgieC i naprezen) wystepujacych w trakcie procesu pomiarowego. Uwaga ta przede
wszystkim dotyczy swiattowodow typu D z pokryciem magnetycznym.

Zaznaczone na wykresach charakterystyk 6 =£B) (rys. 6.8-6.10) wartosci réznicy
faz & zostaly réwniez wyznaczone jako wartosé $rednia z kilkunastu pomiaréw. Jej
niepewnos¢ jest odchyleniem standardowym tej wartosci.

Szczegdlnie w pomiarach $wiattowodéw typu D z pokryciem magnetycznym na
charakterystykach &= f{B) pojawily si¢ punkty istotnie rézniace si¢ od wartosci ocze-
kiwanych.

Zgodnie z teorig, magnetooptyczny efekt Faraday’a ma charakter liniowy. Cha-
rakterystyki eksperymentalne zostaly wyznaczone metoda regresji liniowej. Wyzna-
czone w pracy wartosci statej Verdeta (tab. 6.1) byly wyznaczone jako wartosci $red-
nie wielu pomiaréw. Jako miar¢ ich niepewnosci stosowano odchylenie standardowe
warto$ci Sredniej. Wyznaczone w ten sposéb niepewnosci (odniesione do wartosci
$redniej) nie przekraczaty £3%.

Droga zdudnien L;, badanych w ramach rozprawy, $wiattowodéw wynosita okoto
50 mm. Podane w pracy warto$ci byly réwniez wyznaczane na podstawie wielu po-
miaréw i maja charakter wartosci srednich. Ich niepewno$é jest wyznaczona jako od-
chylenie standardowe i nie przekraczata £3%.

Wartoéci tlumienia $wiatla w badanych §wiattowodach specjalnych maja charakter
jedynie wielko$ci orientacyjnych. Autorzy nie dysponowali specjalistycznymi urza-
dzeniami pomiarowymi do wyznaczenia tlumienia we widknach $wiattowodowych.
Thumienie bylo wyznaczone przez pomiar natg¢zenia $wiatlta w tym samym $wiattowo-
dzie dla réznych jego dlugosci. Badane w pracy wiokna specjalne typu D mialy od-
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cinki rz¢gdu 20 m. Badano tlumienie w odcinkach réznigcych si¢ od siebie o kilkana-
scie metréw. Roznice natgzenia Swiatla byly niewielkie. Stad podane wartosci thumie-
nia w $wiattowodach sa jedynie wielko$ciami szacunkowymi. Sa jednak w przyblize-
niu zgodne z warto$ciami podawanymi przez ich producenta.

6.6. WNIOSKI Z PRZEPROWADZONYCH BADAN

W wyniku przeprowadzonych badan mozna stwierdzié¢, ze swiattowody typu D (bez
pokrycia magnetycznego) charakteryzuja sie dobra czuloscia na dzialanie zewngtrznego
pola magnetycznego. Skrecenie plaszczyzny polaryzacji w zewnetrznym polu ma-
gnetycznym, charakteryzowane stala Verdeta, wynosi okoto 5 rad T™' m™. Czulo$é ta
jest wyzsza niz dla §wiattowoddw cylindrycznych (typu ,,step-index”) oraz wyzsza niz
dla szkfa krzemionkowego (tab. 2.1). Mozna oczekiwacé, ze czutos¢ magnetooptyczna
bylaby jeszcze wigksza dla $cigecia plaszcza blizszego rdzeniu $wiatlowodu.
W badanych swiatlowodach najmniejsza odleglo$¢ od rdzenia wynosita d = 4 um.
Szacunkowe analizy wykazuja, ze widkno mialoby wigksza wrazliwo$¢ magneto-
optyczng dla d ~ 2 um. Na swiattowody typu D w znacznie mniejszym stopniu
dzialaja przypadkowe zaklocenia zewnetrzne zwigzane z przypadkowymi napreze-
niami i deformacjami wtokien. Jest to bardzo wazna i bardzo wartosciowa wlasci-
wosé badanych widkien typu D. Swiatlowody te jednak sa wrazliwe na dziatanie
temperatury. W zakresie temperatur 16—-65 °C wartos¢ statej Verdeta zmienita sig
ponadtrzykrotnie. W konteks$cie przyszlych praktycznych zastosowan jest to wia-
$ciwoéé niekorzystna, koniecznie wymagajaca uwzglednienia. Swiatlowody typu D
z pokryciem magnetycznym przy wzglednej koncentracji objetosciowej drobin niklu
na poziomie 6V = 107 w pokryciu wykazywaty niezwykle malay wrazliwo$é ma-
gnetooptyczna. Réwnoczesnie byly bardzo wrazliwe na dziatanie czynnikéw ze-
wngtrznych.

Zewngtrzne pole magnetyczne w $wiatlowodach typu D z pokryciem magnetycz-
nym, w wyniku dziatania na drobiny Ni, wywolywalto dodatkowa dwdjlomnos¢ po-
wodowang naprgzeniami we widknie (efekt elastooptyczny). Efekty te mialy jednak
charakter przypadkowy, ponadto zmienny w czasie.

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw wydaje si¢, ze domieszkowanie gumy
silikonowej pokrycia swiattowodowego materialami ferromagnetycznymi nie umozli-
wi otrzymania $wiatlowodu o satysfakcjonujacych wilasciwosciach magnetooptycz-
nych.

W podsumowaniu badafi eksperymentalnych mozna stwierdzi¢, ze swiattowody
typu D (bez pokrycia magnetycznego) sa atrakcyjne dla zastosowan w badaniach pol
magnetycznych o duzym natgzeniu. Aktualnie prowadzone sg badania testujace opra-
cowanego demonstratora na podstawie magnetooptycznego czujnika $wiattowodowe-
go do pomiaru pdl magnetycznych w maszynach elektrycznych sredniej mocy.
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INVESTIGATIONS OF MAGNETOOPTIC PROPERTIES
OF THE SPECIAL OPTICAL FIBRES OF THE D-TYPE

This paper deals with investigations concerning special fibres of the D-type. A structure of these
fibres was designed for the purpose of making them sensitive to the magnetic field. The presented fibres
are birefringent and their polarisation characteristics change in the magnetic field. The results of these
investigations have confirmed that the sensitivity of these fibres is essential higher then sensitivity of
typically used step-index fibres. The numerical analysis of the polarisation properties of the presented
fibres has also been presented.
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