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Mikroskopie atomarnich sil — uvod

Klasické mikroskopie je pii zobrazovani velmi malych vzorkli omezena tzv. difrakéni podminkou, danou
vlnovou délkou pouzitého vinéni, kterd se pro viditelné svétlo prakticky neda snizit pod 200 nm. V fadé
aplikaci — napf. materidlové védy a biologie — chceme ale dosahnout rozliSeni lepsiho. Historicky se k tomu
vyvijeli rizna feSeni. Jednou moznosti je vylepSovani rozliSovaci schopnosti optickych mikroskopt (napt.
vyuzitim fluorescenénich technik). Jinym vyvinutym pfistupem jsou mikroskopy vyuzivajici elektrona
misto fotond. Na elektron lze koukat v tomto kontextu jako na vinéni, oproti fotonu ma vyrazné kratsi
vlnovou délku a tedy i nizsi difrakéni limit. Velkou nevyhodou téchto metod je nutnost pomérné slozitych
ptiprav vzorku (fixace, Fezani, fluorescenéni barveni) nebo naro¢ného experimentalniho prostiedi (napf.
vakuova atmosféra).

Zasadngé jiného piistupu vyuzivd mikroskopie atomérnich sil (atomic force microscopy — AFM). Tato
metoda se vyvijela a v 70. a 80. letech 20. stoleti. Jejim zakladnim principem je vyuzivani velmi ostrého
hrotu, ktery je v kontaktu se vzorkem. Tento mechanicky pfistup k méfeni odstrariuje fadu limitaci — je
mozné méfit v normalni vzdusné atmosfére, vzorek neni tfeba barvit a miZe byt ponofen i v roztoku (napf.
buriky v médiu). Na druhou stranu je do ur€ité miry omezen na studium povrchu vzorku.

AFM umoziuje celou fadu aplikaci a zptisobti méfeni. Pro lepsi pochopeni zaéneme popisem zakladniho
ptistupu k méfeni tzv. kontaktniho moédu. Principy pouzité v ném se dale objevuji v prakticky vsech
ostatnich metodach.

Nejprve je potieba se vénovat samotné interakci hrotu s povrchem, protoze na mikroskopické arovni déje
probihaji trochu jinak, nez jak intuitivné chape na makroskopické arovni. Hrot, ktery ma mnohdy samotnou
$pic¢ku velkou jen desitky nanometri, je nejprve vysoko nad vzorkem a mezi hrotem a povrchem nepuisobi
zadné sily. Kdyz se hrot za¢ne k povrchu priblizovat, dostane se do oblasti, kdy je ke vzorku pritahovan.
Jak se ale ptiblizuje dale, pievladnou repulzivni sily a vzorek je odpuzovan. Pribéh téchto sil je mozné
vidét na obrazku 1. Vyslednou silu mezi hrotem a vzorkem vytvaii kombinace vice typu sil. Uplatiiuje se
mechanicka kontaktni sila, van der Waalsovy sily, u vzorkt v roztoku pak i kapilarni sily. Podle pouzité
sondy se muze uplatiiovat elektrostaticka, magneticka sila a chemické vazby.
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Obrazek 1: Schematické zndzornéni zavislosti plisobici sily mezi hrotem a vzorkem na jejich

vzdalenosti, upraveno dle (Eaton & West, 2010)
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V kontaktnim médu vyuzivame této zavislosti. P¥i méfeni v kontaktnim projizdi hrot nad vzorkem a
elektronika udrzuje konstantni silu mezi hrotem a vzorkem a tim i (prakticky) konstantni vysku nad
povrchem vzorku. Tato hodnota je zaznamenavana a vznika tak mapa povrchu vzorku.

Aby toto bylo mozné provadét, je potieba zajistit dveé dulezité veci. Jednak velmi jemné ovladani pohybu
hrotu o coz se staraji piezoposuvy. Jednak ptesné méfeni sily mezi vzorkem a hrotem, ktera se pohybuje
v nN. K tomu se vyuziva principu optické paky/vahadla (optical lever). Schéma znazoriiujici princip tohoto

pristupu je na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schéma principu méfeni sily mezi hrotem a vzorkem

Hrot je ulozen na tzv. nosniku/kantilevru (cantilever) a uchycen v hlavé mikroskopu ktera zajistuje jeho
pohyb. Zménou sily dochazi k jeho deformaci. Na vrchni stranu kantilevru dopada laserovy svazek a odrazi
se na detektor. | nepatrna zména thlu plochy na ktery dopada svazek, vyvola na pomérné dlouhé optické
draze dostate¢né silné vychyleni, které jsme schopni detekovat. Detektor tvoii pole ¢ty diod, jak se svazek
po poli posouva, méni se intenzita signalu na jednotlivych diodach a je tak mozné zmérit vychyleni a
vypocitat silu. Pfi odchyleni sily od nastavené udrzované hodnoty je zpétnovazebné€ upravovana vzdalenost.
Nutnost pfevodu zmény vzdalenosti na zakladé zpétné vazby, nicméné zaklada urcité experimentalni obtize.
PFilis agresivné nastavena zpétna vazba vede k oscilacim systému. Naopak pfili§ slabé nastavena zpétna
vazba vede k tomu, Ze hrot dostate¢né presné nekopiruje povrch vzorku a dochazi k velkym vychylenim a
silam. Rizné ptiklady nastaveni zpétné vazby jsou zndzornéné na obrazku 3.
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Obrazek 3: Znazornéni chovani kantilevru s hrotem pfi riznych nastaveni sily zpétné vazby u

AFM. Upraveno dle (Eaton & West, 2010, str. 94).

Druhym zékladnim modem k zobrazovani povrchu je tzv. oscilaéni mod. Ten vyuziva spiSe oblasti
ptitazlivych sil. Kantilever s hrotem ma vlastni oscila¢ni frekvenci a pfistroj je rozkmitava signalem blizko
této frekvence. Kdyz se hrot ptiblizi ke vzorku a dostane se do pole silové interakce, dochazi vlivem
pusobeni sily ke zméné parametrli oscilace (amplitudy, faze, frekvence). Pfistroj opét udrzuje konstatni
parametry oscilace a tak vzdalenost od vzorku. Vyhodou tohoto médu je jemnéjsi interakce mezi vzorkem
a hrotem (hrot je spiSe v oblasti ptitazlivych sil). Je proto vhodny na citlivéj$i a m&kéni materialy jako
biologické membrany a buriky.

V nazvoslovi jednovych modu existuje mnoho riiznych nazvi pro podobné nebo stejné mody v zavislosti
na typu piistroje. Napf. rizné oscilaéni mody se nazyvaji naptiklad intermittent contact, tapping mode, non-
contact mode atp.

AFM silova spektroskopie

Princip AFM umoznuje zjistovani celé fady dalSich modalit. Napt. je mozné vyuzit hrot ktery je citlivy na
magnetické pole s studovat magnetické vlastnosti povrchu (rizné orientované domény atp.) Také je mozné
na hrot deponovat ligand (néjakou biologickou molekule) a studovat jeji afinitu k riznym mistlim na burice
(siln€jsi v misté receptorti pro ligand). Lze ho vyuZzivat i k mechanické stimulaci bunék.
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Vyuzitim, kterému se budeme vénovat vice, je tzv. silova spektroskopie (force spectroscopy). Pti té se
provadime analyzu prabéhu sily v zavislosti na vzdalenosti od vzorku (jako na obrazku 1). Na zaklad¢ tvaru
této kiivky jsme schopni usuzovat o mechanickych vlastnostech vzorku.

Pii méfeni v moda silové spektroskopie piistroj nejprve piiblizuje bazi kantilevru k povrchu vzorku a poté
ji zase oddaluje a zaznamenava zménu signal na diodach (Umérnou sile). Je tifeba zdliraznit, Ze pfi tomto
pohybu dochazi jak k deformaci povrchu vzorku tak k deformaci kantilevru. Pokud je hrot tlaen proti
velmi tvrdému materialu (napf. sklu), dochdzi predev§im k deformaci kantilevru. Toho Ize vyuzit pfi
kalibraci pfistroje — tla¢enim hrotu do tvrdého povrchu ziskavame zavislost zmény signalu diod na posunu
kantilevru. Tato zavislost je obecné ovlivnéna i ulozenim kantilevru do pfistroje a proto je kalibraci potieba
pokazdé opakovat. Pii znalosti této zavislosti je mozné pomoci pruzinové konstanty ziskat vztah mezi
zménou signalu na diod¢€ a silou mezi hrotem a povrchem (zména signalu diod je timérna ohybu kantilevru
aten pfes pruzinovou konstantu posunu kantilevru). Ziskani pruzinové konstanty je obecné slozity problém,
ale v naSem pfipadé budeme vyuzivat metody vyuzivajici méfeni rezonan¢nich vlastnosti kantilevru, kterou
systém naseho mikroskopu umoziiuje.

Na deformaci vzorku Ize pohlizet jako na deformaci v axidlni ose (dochazi k stlaovani materialu ve sméru
pohybu) a deformaci ve sméru kolmém na osu (dochdzi k natahovani materialu, jak hrot protlacuje povrch
dovnitt). Znazornéni téchto deformaci je na obrazku 4. U idealné pruzného izotropniho materialu je mozné
tyto mechanické vlastnosti uplné popsat pomoci dvou skalarnich parametrd. VétSinou se k tomuto ucelu
voli Youngiv modul pruznosti a Poissonova konstanta. K uréeni téchto parametrd se vyuzivaji modely
interakce hrotu a materialu. V praxi se vyuzivaji hlavné dva modely. V Hertzoveé modelu je hrot uvazovan
jako sféricky a ve Sneddonové jako kénicky.

Obrazek 4: Znazornéni axialni a kolmé deformace vzorku.

V obou modelech je pro biologické vzorky Poissonova konstanta uvazovana fixné jako v =0,5. Tyto
modely poskytuji teoretickou zavislost mezi, ze které je mozné fitem zavislosti deformace na sile urcit
Younglv modul pruznosti E.
Sneddontv model pro konicky hrot:
Fe E 2tana 52
T 1-v?2 m ’
kde § je deformace, F je sila a a je polovina uhlu vrcholu jehlanu.
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Hertziiv model pro sféricky hrot je pak:

4R E 5

=31

kde R je polomér hrotu.
Specialnim modem provadegjicim silovou spektroskopii je tzv. force mapping. Pristroj pfi ném provadi
méfeni v pravidelné matici a vytvaii tak mapu mechanickych vlastnosti vzorku. Na rozdil od médi pro
vyskové mapovani povrchu neni pro kazdy bod zaméstnavana jen jedna hodnota vysky (a dal$ich nékolika
parametri meteni) ale celd silova kiivka. Znamena to samoziejmé vétsi ziskanou informaci o vzorku, ale

také delsi dobu méfeni. Stejné tak zpracovani a vizualizace dat se stavaji komplexné;jsi.
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Obrazek 5: Force mapping mode. Pfistroj postupné provadi indentaci v jednotlivych bodech

v urené oblasti (jednotlivé ¢tverce) a pro kazdy bod zaznamena kiivku sila—vzdalenost.

Instrumentace

Pro AFM je specifické, ze dochéazi k silovému kontaktu mezi detektorem a vzorkem. Tento kontakt je
zprostifedkovavam pomoci kantilevru a hrotu. Hrot musi byt velmi ostry, aby byl schopny zobrazit
nejjemnéjsi strukturu povrchu vzorku. Z podstaty véci ma tak tato souc¢aska umezenou Zivotnost a je velmi
nachylny na poskozeni. K poskozeni mize dojit pfi nevhodné manipulaci, ale dochazi k nému i pfi
samotném pouzivani. Hrot je jednak mechanicky opotfebovavan, jednak pii méeteni biologickych vzorkd,
se nékteré biomolekuky mohou na hrotu zachytavat a tim ménit jeho vlastnosti.

Hroty se lisi velikosti a tvary. Velikost hrotu ovliviiuje vysledny obrazek. Jednoduse se da fict, Ze hrot
nezobrazi dobie mensi struktury neZ je on sam. Odborngji lze Fict, Ze ziskany snimek lze chapat jako
konvoluc tvaru hrotu s tvarem povrchu. Typicky se pouzivaji jehlanové hroty riiznych tvarti pro zoprazovani
povrcht. Pro silové mapovani mékkych vzorki se hodi spise konické nebo sférické hroty. Existuji specidlni
hroty pro méfeni magnetickych, elektrickych a dalSich vlastnosti. Na hroty je take mozné deponovat rizné
molekuly a sledovat jak ovliviiuji interakci se vzorkem.

Kantilevr je pak dulezity pro své mechanické vlastnosti — mekéi nosniky (a tedy slabsi sily) se hodi pro
kontaktni méd, tuzsi pak pro oscilacni. Tvrdost nosniku se charakterizuje silovou konstantou 4. Jako mé&k¢i
se vétSinou oznacuji nosniky s k < 1 N/m, tuhé pak k > 10 N/m. Tuhost zaroveil ovliviiuje vhodnych
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rozsah frekvenci pro oscilani mdd. Pro méfeni ve vzduchu se hodi tuzsi hroty s vyssi frekvenci (cca and
200kH), pro méteni v roztocich s nizsi (cca pod 40 kH).

Urcitou roli také hraje podkladovy material. Pokud by velikost méfeného vzorku byla mensi nez velikost
nerovnosti na povrchu vzorku, méfeni by bylo obtizné. Pro méfeni bunék (cca desitky 10 um) je dostacujici
obycejné podlozni skli¢ko s nerovnostmi v fadu desitek nanometrii. Pro mensi vzorky (proteiny) se vyuziva
napiiklad slida, na které 1ze dosdhnout téméf atomarné rovnych vrstev.
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