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Uloha: Mapovani mechanickych vlastnosti mékkého materialu - AFM

Ukoly:

1.) Pripravte vzorky jednotlivych materiald rizného sloZeni.

2.) Proved'te indentac¢ni zkousky ve ¢tvercovém paternu 16x16 vzorku pomoci AFM pfti riznych
teplotach.

3.) Vyhodnotte jejich modul pruznosti pomoci Hertz-Sneddonova modelu v kazdém misté
indentu.

4.) Vytvorte mapu moduld pruznosti a analyzujte ji.
5.) Porovnejte Younglv modul pruznosti v zavislosti materialu.

6.) Vysledky diskutujte.

Klicova slova: Modul pruznosti, AFM, Indentac¢ni zkouska, Hertz-Sneddon model, modulus mapping,
Force mapping.

Uvod:

Mikroskopie atomarnich sil byla vynalezena v roce 1986 prof. Binningem pro zobrazovani objekt(i, na
které jiz nestaci rozliSeni optickych mikroskopt. Princip AFM je zaloZen na rastrovani objektu velice
malym hrotem. Pri tomto rastrovani je detekovana deformace nosniku (cantileveru), na kterém je hrot
umistén. Tato deformace je méfrena pomoci takzvané optické paky, kdy na cantilever dopada laserovy
paprsek, a jeho odraz je detekovan pomoci detektoru (kvadraticka fotodioda). Tento princip umoziuje
meérit deflexi cantileveru jak v lateralnim tak vertikalnim sméru. Tato metoda ndm tak umoznuje mérit
topografii méreného vzorku.
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Obrazek 1 Schama principu AFM - pfevzato z JPK Instruments NanoWizard® Handbook Version 2.2a

Jednou v soucasnosti nejvice vyuzivanych technik, které se pouzivaji pro méreni mechanickych
vlastnosti malych, mikroskopickych objektil, jako je burka, je takzvanad indenta¢ni zkouska (dle
nazvoslovi firmy JPK Force spectroscopy). Diky zakladnimu principu AFM lze takovouto zkousku
provadéts jeho vyuZitim. Zakladem jakéhokoliv zjiSt ovani mechanickych vlastnosti je sledovani odezvy
materialu na jeho deformaci ¢i zatizeni. V pripadé indentacni zkousky dochazi ke vtlacovani objektu
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(hrotu) do materialu, pfiCemz je zaznamenavana sila a hloubka indentu. V ptipadé AFM je sila uréena
opét deformaci nosniku, na kterém je umistén hrot. Kazdy nosnik ma svou tuhostni konstantu (spring
constant), diky které mizeme ziskat silu potirebnou k jeho deformaci.

F=k-s
Samotnou hloubku indentu pak ziskame piimo ze zméreného posunu hlavy a deflexe nosniku.
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Obrazek 2 Schéma deformace cantileveru - prevzato z JPK Instruments NanoWizard® Handbook Version 2.2a
Pomoci indenta¢ni zkousky tak ziskame finalni zavislost mezi hloubkou intendance a detekovanou

silou, a to jak se zatéZovou, tak odlehcovaci krivkou viz obr 3, kde leva krivka je odlehcovaci a prava je
zatézova. Pro nase Ucely je dilezita praveé ta zatézova.
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Obrdzek 3 Priklad namérené zavislosti Sila - hloubka indentace

Ze zakladni teorie pruznosti miiZeme rtici Ze modul pruznosti je smérnici te¢ny deformacni kiivky, to
vSak v piipadé indentac¢ni zkousky nelze vyuzit, protoZe se diky geometrii hrotu méni kontaktni plocha.
Proto je tieba vyuZzit nékterého z modeli. Takovychto modeli existuje mnoho, nicméné asi nejCastéji
vyuzivanym je model Hertz, poptipadé Hertz/Sneddon. Pro kulovy hrot vypada model nasledovné:

_ 4R E
31— 2

Kde E[Pa] je modul pruznosti, v[-] je poissoniiv pomér, R[m] je polomér hrotu, a §[m] je hloubka
indentu.
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Obradzek 4 Schéma indentu - prevzato z JPK instruments aplication note (©JPK instruments AG)

Modul pruZnosti z této rovnice pak ziskdme pomoci fitu modelu na ktivku. Problém je Ze na prvni
pohled je zi'ejmé, Ze v rovnici jsou dvé neznamé E a v. BohuZel neni mozno jednoduse ziskat poissoniiv
pomeér pro kazdy méreny materidl, proto se odhaduje hodnota tohoto poméru pro biologické materialy
0,5.

Modulus mapping, nebo také force mapping je metoda v AFM, ktera slouZi k vytvareni mapy
mechanickych vlastnosti materialu. Na rozdil od force spectroscopy, ktera zaznamenava silovou kiiivku
pouze v jednom bodé, force mapping umoziiuje vytvaret mapy interakci pres vétsi plochu vzorku.
Automaticky provede sadu indentli podle patternu, ktery zvolite (¢tvercového, ¢i obdélnikového).
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Obrdzek 5 Schéma Force mapping modu - pfevzato z (VILIOEN, Albertus, Marion MATHELIE-GUINLET, Ankita RAY et al. Force
spectroscopy of single cells using atomic force microscopy. Nature Reviews Methods Primers. 2021, 1(1). ISSN 2662-8449.
Dostupné z: doi:10.1038/543586-021-00062-x)

Vyhodnoceni takovéto mapy je shodné s vyhodnocenim samotné indentace popsané vyse, jen s tim
rozdilem Ze je aplikovano opakované na kazdou kiivku mapy. Vysledkem analyzy pomoci force
mapping je pak rozloZzeni mechanickych vlastnosti material, jako napfiklad modulu pruznosti, tuhost,
adhese, nebo také topografie materialu.

3z6



FBMI CVUT

le-5

0 145
1.40

135

125

1.20

115

110

0 2 4 6 8 10 12 14

Obrazek 6 Topografie poloviny buriky pri pouZiti force mapping - Prevzato z dipomoveé prdce Starikova R.: Analyza mechanickych
vlastnosti bunék, FBMI CVUT, 2023
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Obrazek 7 Mapa modulti pruZnosti stejné buriky jako na obrdzku 6. - Pfevzato z dipomové prdce Starikovd R.: Analyza mechanickych
vlastnosti bunék, FBMI CVUT, 2023

Potrebné vybaveni: Pipeta, Petriho miska, AFM, Invertovany mikroskop, CCD Kamera, PBS, Méfici
cela.

Navod:

Urceni mechanickych vlastnosti modelu bunék pomoci AFM:
1. Pripravte vzorek
o Vzorek materialu vloZte do Petriho misky a zalijte PBS
o Petriho misku vloZte do mérici cely a nechte zahiat na 25°C
2. Pripravte AFM
o Spuste na méficim PC program SPM, a na PC k mikroskopu program QuickPHOTO
o Nainstalujte cantilever s hrotem do drzaku (holderu)

= Holder vloZte od pripravku pro instalaci cantileveru pootocte o 90°tak, aby
horni plocha drzaku byla vodorovna a drzak zaaretujte.

=  Vyjméte pinzetou cantilever a vloZte do drzaku a zaaretujte pomoci kiiZového
Sroubu

=  Postupujte opatrné dle navodu a pokyni vyucujicich

= Dbejte na to, aby vam cantilever nevypadl, ani jste se s nim néceho nedotkly a
eliminovali jeho poSkozeni.

=  Pred touto procedurou si proces odzkousejte na poskytnutém poskozeném
cantileveru

3. VloZzte holder do mérici hlavy
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o Pripojte vSechny kabely
o Dbejte na opatrnost, aby nedoslo k poskozeni hrotu
4. Proved'te kalibraci cantileveru
o Do mériciho prostoru vlozte podlozni sklicko
o VloZte AFM mérici hlavu
o Nastavte laserovy paprsek tak, aby sméroval na cantilever v oblasti hrotu
=  Postupujte dle manualu
= Sledujte paprsek na monitoru PC mikroskopu
o Nastavte detektor a zrcadlo optické drahy tak, aby laser smétoval do stfedu detektoru.
= Postupujte dle manualu
=  Sledujte na monitoru méticitho PC
o Nastavte kontaktni méd a modul force spectroscopy
o Pomalu priblizte hrot ke skli¢ku
= Dbejte na to, abyste nenarazili hrotem do sklicka
» K finalnimu ptibliZeni pouzijte automatické pribliZeni
o Provedte indent sklicka
= Nastaveni: Setpoint - 0,5mV, z-length - 5um, constant speed - 1um/s
o 0Odjedte do bezpecné vzdalenosti

o V SPM software spuste calibration manager, zjistéte a nastavte parametry sensitivity a
spring constant

= Postupujte dle navodu
VloZte vzorek do mériciho prostoru

Sjed'te mérici hlavou tak aby byla ponotena v PBS

Upravte nastaveni Diody a zrcatka tak aby byl kompenzovan lom svétla na hladiné

© N o U

Zmérte vybrany vybrany material
o Prijedte cantileverem do blizkosti vzorku

= Vtomto piipadé neuvidite cantilever na mikroskopu, nebot’ bude zastinén,
proto se budete pribliZovat naslepo! Dbejte proto zvySené opatrnosti

= Pozorujte ptibliZovani hrotu z boku a pribliZujte se hrotem po kratsich
krocich,

= Radéji nechte automatické ptiblizeni na delsi vzdalenost
o Po automatickém pribliZeni zméite vzorek.
= Zméinite nastaveni mdulu na Force mapping,

= Nastaveni: Setpoint - 10nN, z-length - 5um, constant speed - 1um/sGrid
16x16, méieny prostor 17x17um

= Pozméreni odjed'te do bezpetné vzdalenosti
= Dataulozte
o Proceduru opakujte u dalsiho Vzorku
9. Sejméte mérici hlavu, mérici celu, holder, cantilever uklid'te vzorek a mérici prostor
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10. Namérené kiiivky vyhodnot'te

e}

K vyhodnoceni vyuZijte program JPK Data Processing na méricim PC
= OQOtevrete kifivky pomoci ,,Open Batch of force spectroscopy curves*
= Postupné vyhodnote vSechny kiivky.
= Postupujte dle navodu k programu

= Parametry hrotu najdete na prislusné krabicce

11. Pred odchodem vypnéte PC a zdroje svétel

12. Vypracujte protokol

e}

Hypotézu (jak piredpokladate Ze se budou lisit mechanické vlastnosti vzorki riznych
material{, zda predpokladate homogenni chovani mechanickych vlastnosti
jednotlivych vzorki apod.)

Metodiku (identifikaci a popis vzorkd, jaky byl postup pripravy vzorkd, jaky byl
postup méreni, jaky byl zvolen zatéZovy reZim, jaké pristroje byly pouZity, jakym
zplisobem byly zpracovany data)

VysledKky (Souhrnné vysledky experimentu, véetné map modulli pruznosti pro
jednotlivé vzorky )

Diskuze a interpretace vysledk (Diskutujte jak se lisi vysledky jednotlivych vzorkt od
sebe, pripadné ovlivnéni vysledkli apod.)

Zavér (Shriite cely experiment)
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