Cwiczenie: Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Prowadzacy: Michat Sarna (sarna@novel.ftj.agh.edu.pl)

I. Wstep teoretyczny

1. Wprowadzenie

Mikroskop sit atomowych AFM (ang. Atomic Force Microscope) jest jednym z najbardziej
uniwersalnych przedstawicieli szerokiej grupy mikroskopow ze skanujgcg sondg SPM (ang. Scanning
Probe Microscopy). Pierwszym przedstawicielem rodziny mikroskopéw SPM byt skaningowy mikroskop
tunelowy STM (ang. Scanning Tunneling Microscope), skonstruowany w roku 1981 przez Binniga i
Rohrera. Za to odkrycie autorzy zostali nagrodzeni nagrodg Nobla z fizyki w roku 1986. W tym samym
roku Binnig i wspotpracownicy zaprezentowali kolejnego przedstawiciela mikroskopow SPM - mikroskop
sit atomowych, nazywany tez skaningowym mikroskopem sit SFN (ang. Scanning Force Microscope).
Najwazniejszg zaletg mikroskopu AFM jest mozliwos¢ obrazowania badanych powierzchni z atomowa
zdolnoscig rozdzielczg. W przeciwienstwie do innych mikroskopéw skaningowych, mikroskop AFM moze
bada¢ nie tylko przewodniki i pétprzewodniki ale takze izolatory. Dzieki tej witasciwosci mozna go
skutecznie wykorzystywac do badania prdobek biologicznych. Dodatkowg zaletg mikroskopu AFM jest
mozliwo$¢ przeprowadzania pomiaru w cieczach, co z uwagi na charakter pomiaru umozliwia badanie
zywych preparatéw biologicznych w srodowisku zblizonym do naturalnego. Oprécz pomiaréw
topograficznych mikroskop AFM moze réwniez dostarczaé informacji o witasciwosciach mechanicznych
badanej prébki takich jak: elastycznos¢, sita adhezji, tarcie. Pomiary takie wykonuje sie przy uzyciu
spekroskopii sit (ang. force spectroscopy) polegajgcej na pomiarze krzywych sita-odlegtosc.

2. Zasada dziatania

Mikroskp sit atomowych nie ma nic wspdlnego z “konwencjonalnymi” mikroskopami optycznymi
dalekiego pola, ktére obrazujg badany obiekt poprzez rejestracje promieniowania przechodzgcego lub
odbitego od prébki. Zdolnos¢ rozdzielcza takiego uktadu jest ograniczona dyfrakcjg i wynosi ok. 200 nm.
Lepszg zdolno$é rozdzielczg mozna uzyskac przy uzyciu wysokoenergetycznych elektronédw odbitych od
powierzchni prébki (SEM) lub elektrondw przechodzacych przez prébke (TEM). Wigze sie to jednak z
inwazyjna preparatyka, ktéra w przypadku “delikatnych” prébek biologicznych moze doprowadzi¢ do ich
zniszczenia. Mikroskop sit atomowych do obrazowania nie wykorzystuje ani soczewek ani zrodet swiatta.
Jedyne $wiatto jakie AFM posiada to laser, ktorego wigzka skierowana jest na koniec ramienia, ktéra po
odbiciu trafia w detektor (jest to element metody detekcji ruchu ramienia). Zasada dziatania mikroskopu
AFM polega na przemiataniu (skanowaniu) powierzchni probki za pomocg cienkiego ostrza
zamontowanego na sprezystym ramieniu i mierzania ugiecia ramienia proporcjonalnego do zmian



topografii powierzchni probki (Rys.1). Ta wydawac by sie mogto prosta metoda zbierania informacji o
powierzchni probki jest w stanie generowac obrazy z atomowag zdolnoscig rozdzielcza.
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Rys. 1. Zasada dziatania mikroskopu AFM.

3. Budowa mikroskopu AFM

Podstawg konstrukcyjng mikroskopu AFM jest sonda sktadajaca sie z ostrza, umieszczonego na
sprezystym ramieniu zamontowanej na $rubie regulujgcej potozenie probka-ostrze (Rys.2). W momencie
kiedy mikroskop sit atomowych zacznie skanowac istotne jest doktadne pozycjonowanie ostrza
wzgledem prébki. Ze wzgledu na matg odlegtos¢ pomiedzy powierzchnig prébki a ostrzem konieczne jest
zastosowanie bardzo precyzyjnego uktadu sterowania potozeniem prébki. Taka role petni skaner
piezoelektryczny, ktory pod wptywem przytozonego napiecia, zmienia swojg geometrie - odpowiednio
wydtuza sie badz skraca w kierunku przytozonego napiecia (Rys.3). Kazdy uktad pomiarowy posiada
odpowiednio czuty uktad detekcji. Najczesciej jest to tzw. , pozycyjnie czuty detektor” oraz elektronika
realizujgca petle sprzezenia zwrotnego.
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Rys. 2. Schemat przedstawiajacy najwazniejsze elementy budowy mikroskopu AFM. Rys. 3. Schemat budowy tuby piezoelektrycznej




4. Podstawy fizyczne AFM-u

Rejestrowane odchylenie ramienia jest wynikiem dziatania sit wystepujgcych pomiedzy atomami
ostrza a atomami znajdujgcymi sie na powierzchni probki. Decydujgcg role w tych oddziatywaniach
odgrywajg przyciggajgce sity van der Waalsa oraz krotkozasiegowe sity odpychajgce. Wypadkowa
wartos¢ oraz charakter (przyciggajacy lub odpychajacy) sit zalezy od wzajemniej odlegtosci probka-ostrze
(Rys.4) i jest opisywany potencjatem Lennarda-Jonesa (ponizej). Oprécz w/w sit nalezy uwzglednié
réowniez:

e sily kapilarne;
e oddziatywania elektrostatyczne;
e adhezja;

e sity dwuwarstwy.
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Rys. 4. Zaleznos$¢ oddziatywania pomiedzy ostrzem a probka w funkcji odlegtosci.

5. Tryby pracy mikroskopu AFM

W zwigzku z charakterem oddziatywania zaleznym od odlegtosci prébka-ostrze, wyrdznia sie
nastepujgce tryby pracy mikroskopu sit atomowych:

e tryb kontaktowy (ang. contact mode);
e tryby bezkontaktowe (ang. non-contact modes).



Podczas pracy w trybie kontaktowym, pomiedzy ostrzem a probkg dominujg sity odpychajgce. Ostrze (o
niskiej statej sprezystosci) znajduje sie w kontakcie z powierzchnig prébki. Sity kontaktowe (rzedu
nanoniutonéw) powodujg wygiecie dzwigni, proporcjonalnie do zmian topografii badanej probki.
Informacje o badanej powierzchni mozna uzyskaé bezposrednio z detekcji ruchu ramienia (mikroskop
pracuje wtedy w trybie kontaktowym statej wysokosci) lub z ruchow piezoelementu (mikroskop pracuje
wtedy w trybie kontaktowym statej sity). W pierwszym przypadku ramie podczas skanowania naciska na
probke z rézng sitg zalezng od topografii powierzchni, natomiast skaner utrzymuje prébke na tej samej
wysokosci. Wadg takiego rozwigzania jest to, ze w kazdym punkcie podczas skanowania ostrze naciska z
rozna sita co moze doprowadzi¢ do zniszczenia prébki. W drugim przypadku utrzymywane jest state
ugiecie ramienia co powoduje, ze mikroskop w kazym punkcie naciska z tg samg sitg nie niszczgc probki.
Wadg trybu kontaktowego jest fakt iz nie da sie wyeliminowac sit bocznych, ktére “szarpigc” préobke
podczas skanownia mogg doprowadzi¢ do jej oderwania. Sity boczne da sie wyeliminowac stosujac jeden
z trybdw bezkontaktowych.

Tryb bezkontaktowy obejmuje obszar dziatania sit przyciggajgcych. Sity dziatajagce miedzy ostrzem
a prébka sg mniejsze niz w przypadku trybu kontaktowego (rzedu pikoniutondéw). W trybie
bezkontaktowym dzwignia o duzej statej sprezystosci znajduje sie w odlegtosci od 10 do 100 nm
nad powierzchnig probki. Dodatkowo wprowadzana jest w drgania z czestoscig bliskg czestosci
rezonansowej. Podczas zblizania sie sondy do powierzcni probki rejestrowana jest zmiana amplitudy
drgan dzwigni. Mikroskop aby utrzymaé zadang amplitude reaguje zmiang potozenia probki (skaner
piezoelektryczny odpowiednio sie wychyla) ,budujgc” w ten sposéb punkt po punktcie topografie
powierzchni prébki. Tryb przerywanego kontaktu podobnie jak tryb bezkontaktowy oparty jest na ruchu
drgajgcym ramienia nad probkg z tak dobrang amplitudg, ze samo ostrze ,dziobie” powierzchnie
badanej probki. Tak jak w trybie bezkontaktowym, utrzymywanie statej amplitudy drgan dzwigni poprzez
petle sprzezenia zwrotnego powodowac bedzie generowanie obrazka badanej prébki. Unika sie w ten
sposob uszkodzen prébki zwigzanych z tarciem i szarpaniem jej powierzchni przez ostrze.

6. Zastosowania mikroskopu AFM

Mikroskop sit atomowych znajduje szerokie zastosowanie w biolologii, a takze w naukach
pokrewnych takich jak: biofizyka, inzynieria biomedyczna, nanobiotechnologia, itd. Do najbardziej
popularnych badan w ktérych wykorzystuje sie mikroskop AFM naleza:

* pomiary topograficzne;

e okreslanie wtasciwosci mechanicznych:
- elastycznos¢
- sila adhezji
- tarcie

* spektroskopia pojedynczych molekut;



7. Pomiar wtasciwosci mechanicznych za pomocg mikroskopu AFM

Mikroskop sit atomowych oprécz pomiarow topograficznych moze réwniez dostarczac informacji o
wtasciwosciach mechanicznych badanej prébki takich jak: elastycznosé, sita adhezji, tarcie. Pomiary takie
przeprowadzane sg przy uzyciu spekroskopii sit (ang. force spectroscopy) polegajacej na rejestracji
krzywych sita-odlegtosé (Rys.5). Krzywe reprezentujg oddziatywanie pomiedzy ostrzem, a powierzchnig
probki. Po uzyskaniu kontaktu z prébka, ramie wygina sie deformujgc powierzchnie proébki. Sita z jakg
ostrze dziata na powierzchnie préobki oraz gtebokos¢ penetracji w gtgb probki sg zadawane tak aby
uzyska¢ odpowiednie odksztatcenie. Przeprowadzajagc pomiary mozna zebraé mape krzywych
pokrywajacych catg powierzchnie proéki. Nastepnie krzywe te poddaje sie odpowiedniej analizie aby
uzyska¢ informacje o wtasciwosciach mechanicznych badanego obiektu.
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Rys. 5. Schemat teoretycznej krzywej opistgj zalenos¢ pomidzy wychyleniem ramienia a odlegéi od prébki.

Il. Przebieg ¢wiczenia

¢ Kolokwium z czesci teoretycznej (I: 1-7);

e Ogladniecie pod mikroskopem optycznym prébek, ktére nastepnie zostang zanalizowane
mikroskopem AFM;

e Prezentacja mikroskopu AFM - omdwienie poszczegdlnych elementow budowy mikroskopu;

*  Pomiar topografii prébki;

e Pomiar wiasciwosci mechanicznych prébki;

e  Omdwienie uzyskanych wynikdéw.



lll. Opracowanie danych

Po otrzymaniu danych od prowadzgcego nalezy opracowaé wyniki w nastepujgcy sposéb. Analiza

danych polega na przeliczeniu otrzymanych wartosci pomiarowych w oparciu o model Hertza

(rozszerzony przez Sneddona) odksztatcen elastycznych. Po dokonaniu takiej analizy otrzymuje sie
wartos$¢é modutu elastycznodi (tzw. Modut Younga) dla badanego materiatu.

Krzywe sita-odlegtos¢ uzyskane bezposrednio z mikro-

skopu AFM przedstawiajg zalezno$¢ napiecia na

fotodiodzie U odpowiadajgcego zmianie potozenia

dzwigni w funkcji pionowego wydtuzenia skanera

piezoelektrycznego.
wiajgce zaleznos$¢ sity od wydtuzenia skanera nalezy

Aby uzyskaé¢ krzywe przedsta-

dokonac kalibracji czyli przeliczenia napiecia na site.
W tym celu wykorzystuje sie liniowy fragment krzywej
dla zaleznosci odlegtos¢ od napiecia mierzonej w kontroli
plastiku, itd.).
Parametr kierunkowy a prostej dopasowanej do krzywe;j

(tj. wybranym miejscu na szkietku,

odlegtosc¢-napiecie wykorzystywany jest do przeliczenia
napiecia na site wg. ponizszego wzoru:

F[N] =a[‘\ﬂ &[E}W[V]DO‘G,

gdzie k to stata sprezystosci uzywanego ostrza.
Wiasciwosci elastyczne badanego materiatu okresla

charakterystyczna dla danego materiatu zaleznosc
pomiedzy indentacjg Az a sitg nacisku F. Dla idealnie
twardego materiatu indentacja wynosi zero. W praktyce
mamy jednak do czynienia z materiatami odksztatcal-
nymi (np. komorki). Kolejnym etapem analizy danych jest
wyliczenie funkcji indentacji. Zaleznos¢ pomiedzy sitg
nacisku a indentacjg jest wyznaczana jako rdznica
potozenia skanera odpowiadajgca tej samej wartosci

sity dla prébki badanej i referencyjnej (Rys.7).

Do tej zaleznosci dopasowywana jest funkcja w postaci:
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Rys. 6. Przyktadowa krzywa kalibracyjna.
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Rys. 7. Schemat wyznaczania indentacji.



Na podstawie znajomosci parametru A modut elastycznosci wyznaczany jest wg. ponizszego wzoru:

2
Ek:—n(lztgﬁk )A

gdzie: E; jest modutem Younga komorki, u, to wspodtczynnik Poissona komorki (przyjmujemy jego
wartosé rowng 0.5) a a jest katem rozwarcia ostrza (przyjmujemy 25°).



