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ABSTRAKT

Tato diplomova préace se vénuje zobrazovanim biologickych materiali pomoci mikroskopie
atomdrnich sil (AFM). V prvni ¢asti jsem se zamétil na vyvoj AFM a jeho vyuziti pro
zkoumani biologickych materiali. V dalsi ¢asti popisuji funkci AFM, sloZzeni AFM
mikroskopu, rezimy sniméni a dal$i pfidavné mody. Déle zde zminuji, jaké sily mohou
ovlivnit méfeni. Vysledné zobrazeni mohou zkreslovat artefakty, kterym vénuji jednu
kapitolu. V samostatné ¢asti se vénuji zkouméanim krevni buniky, které mize slouZit jako
navod pro méfeni. V zavéru teoretické ¢asti popisuji mozné aplikace AFM v bezpecnostni
oblasti. Praktickd cast popisuje zobrazeni vybranych biologickych materidlt. Déle zde
popisuji pouzity AFM mikroskop, vybaveni a postup, jak jsem se dostal k naméfenym

vysledkiim.

Klicova slova: AFM, mikroskopie atomdarnich sil, mikroskopie skenujici sondou,
biologické materialy, nosnik, hrot, kontaktni rezim, bezkontaktni rezim, poklepovy rezim,

artefakty

ABSTRACT

This dissertation thesis describes imaging biological structures using atomic force
microscopy (AFM). First part focused on development AFM and its application to study
biological materials. Next part describes a function of AFM, composition of AFM
microscope, scanning modes and additional modes. Furthermore I mention what forces can
affect measurments. The resulting views can interfere with the artifacts, which I devote one
chapter. In separate part I deal with examing the blood cells, that can server as guide for
measurement. In conclusion theoretical part I describe possible applications of AFM in
security area. Practical part describes views of chosen biological materials. There also I
describe used AFM microscope, equipment and procedure, how I make to measured

results.

Keywords: AFM, atomic force microscopy, scanning probe microscopy, biological

samples, cantilever, tip, contact mode, non-contact mode, semi-contact mode, artifacts
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UvVOD

Kdyz se fekne mikroskop, myslime opticky nebo elektronovy. Dfive se pouzivala série
optickych Cocek pro zvétSeni az 1000x. U elektronového mikroskopu byly nahrazeny
fotony za elektrony a co€ky optické za elektromagnetické. Tim se rozvinula mikroskopie a

obraz mohl byt zvétSen az 100 000x. Ale obé metody vytvarely jen dvourozmérny obraz.

S dal$im vyvojem piisSla atomova mikroskopie. Dokaze zvétsit vzorek az 1 000 000x
ve vSech tfech rovinach (x, y — horizontdln¢ a z - vertikaln€). AFM vyuzivd kombinaci
principt STM a metod pro méfeni nerovnosti povrchu. Tato relativné nova metoda je
pouzivana v elektronice, telekomunikaci, biomedicing, chemickém a membranovém
prumyslu. Zkoumané materidly mizou byt tenké nebo tlusté natéry, keramika, kompozity,
skla, syntetické a biologické membrany, kovy, polymery nebo polovodice. AFM je rovnéz
pouziva pro studium jevl, jako jsou brouseni, adheze, CiSténi, koroze, leptani, tfeni,

mazani, pokovovani a lesténi.

AFM muze zobrazit podrobné informace o stavu povrchu ve vzduchu i v kapaling. 1
drobné rozdily, které nejsou normalné vidét, mizeme zobrazit pomoci AFM. Je mozné
rozlisit jednotlivé atomy v zorném poli vétSim jak 125 pum. Tato kombinace jemnych
detailli vytvaii v trojrozmérném pohledu dilezitou kvantitativni analyzu dat (jako jsou

rozmeéry prvkil, drsnost povrchu a priifez ploch).

Vroce 1981, G. Binning a H. Rohrer z vyzkumné laboratofe IBM v Ruschlikonu,
vynalezli novy typ zobrazovaciho pfistroje s nazvem mikroskopie tunelovaciho proudu
(STM) a ziskali za to Nobelovu cenu v roce 1986. Nejvyznamnéjsi funkei je velmi vysoké
prostorové rozliSeni v fadech 0,01 nm a dokonce 1ze manipulovat s jednotlivymi atomy.
Hlavni rozdil mezi touhle technikou a technikami vySe uvedenymi je, Ze nejsou potieba
zadné Cocky, zdroje svétla ani elektronii. Mikroskopie je zaloZzena na monitorovani proudu,
ktery protékd mezi vodivym hrotem a vodivym vzorkem, aniz by byly v pfimém
mechanickém styku. Mezi obéma kovy se vytvaii energeticka bariéra, kterou elektrony dle
klasick¢é teorie nemohou proniknout. Z hlediska kvantové interpretace vSak
pravdépodobnost priichodu neni nulova, ale znatelnych hodnot nabyva teprve pro velmi
uzké bariéry. Tim, Ze skenovani hrotem bude probihat za konstantniho proudu nebo
konstantni vzdalenosti bariéry, bude zaznam z vertikalniho pohybu hrotu promitat

topografii povrchu.
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Uspéch této techniky dal moZnost vzniknout nové skuping néstrojii, souhrnné
oznacované mikroskopie skenujici sondou (SPM). Kazdy typ téhle skupiny ma jiny druh
interakce mezi hrotem a vzorkem. Nejpopuldrngj$i z nich jsou STM, AFM a SNOM.
Princip SPM je podobny jako u gramofonu. Ostry hrot (napf. nitrid kiemiku v AFM,
diamant u gramofonu) je veden pfes povrch (vzorku nebo desky). Interakce hrotu
s povrchem je zmétena a pievedena na elektricky signal, ktery je zpracovan na pouzitelné
vysledky (trojrozmérny obraz vzorku nebo hudba z reproduktord). Nicméné, na rozdil od
gramofonu, snimani hrotem AFM je rastrovani po vzorku (podobné jako tvorba televizniho
obrazu), nez jako pohyb po spirdlovit¢ pfedem definované trase. Kromé jednoduchého
topografického snimkovani maji mnoho modernich AFM schopnost zobrazit treci sily,
fazovy kontrast nebo pruznost. Elektrostatické, magnetické a termovizni snimani I1ze taky

provést s ptisluSnym vybavenim.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VYVOJ MIKROSKOPIE SKENUJICI SONDOU PRI
ZOBRAZOVANI BIOLOGICKYCH MATERIALU

Ptiblizné pied ticeti lety Gerd Binning a Heinrich Rohrer zvefejnili snimky z jejich
nového vynalezu, skenujici tunelova mikroskopie (STM), jeZ byla prvni mikroskopii
skenujici sondou (SPM), kterd byla vyvinuta. Jejich novy nastroj byl schopen rozpoznat
atomdrni struktury rastrovym snimdnim pomoci vodivého hrotu, ktery byl pfipevnény na
keramickém piezoelektrickém elementu a pohyboval se pies vodivy vzorek. Diky
neuvétitelnému  rozliSeni tohoto nového mikroskopu, se setkali s velkym nadSenim
mezinarodni védecké komunity a laboratote po celém svété zacaly stavét podobné pfistroje.

[2,s. 1]

\’ A ‘,
ij smwwphotoém |

Obr. ¢. 1 - G. Binning Obr. ¢. 2 - H. Rohrer

Dusledkem vysokého zobrazovani vysokého rozliSeni, které fungovalo za okolnich
podminek, bylo pfildkani pozornosti biologl, ktefi se rychle spojili s fyziky pro vyvoj
novych technik STM na zkoumani biologickych vzorki. Prestoze se STM zobrazovani
biologickych molekul objevovalo v literatuie, bylo obtizné to napodobit. Pocate¢ni pokusy
zobrazovani biologickych vzorki, byly velmi frustrujici. Avsak diky metodé¢ STM, vznikl
novy podmét pro vyzkumné skupiny po celém svété pro vytvoreni nové generace SPM
nastroje, ktery by m¢l vétsi dopad na zkoumani biologickych materidlii. V roce 1986 byla
vynalezena nova generace SPM, kterd se nazyva mikroskopie atomdarnich sil (AFM) a prvni
AFM se stal komeréné dostupnym v roce 1989. Vznikla celé fada ptehlednych c¢lanki a
knih o AFM a aplikaci pfi zkoumani biologickych vzorki. Tyto ¢lanky poskytuji cenné

informace o AFM technologii a aplikaci v biologii, zatim co nésledujici informace se tykaji
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vyvoje AFM pro biologicky vyzkum ve 21. stoleti. Dalo by se fict, ze AFM je jen jako
mensi rozSifeni STM, ale je zde nckolik duleZitych rozdili. Naptiklad, namisto spoléhani
se na elektronickou sondu na konci keramického piezoelektrického elementu pro skenovani
elektrického potencionalu, AFM vyuziva flexibilniho ocelového nosniku, které ma velmi
ostry hrot k mapovani fyzickych obryst vzorku. Flexibilni nosnik ptejizdi po povrchu
vzorku a ziskané datové body jsou soutfadnice X, Y a Z. Maly laser, ktery je zaméfen na
zadni ¢ast nosniku a déle se odrézi na citlivou diodu, ktera detekuje zmény vySky vzorku.
Zpétna vazba slouZi k regulaci napéti na piezoelektrickém elementu, ktery pohybuje AFM
nosnikem nahoru a dolli, aby se piesné zachovala pozice laseru v ose Z. Kompenzacéni
napéti ze zpétné vazby osy Zse vyuziva u AFM spolu s datovymi body X a Y pii
vykreslovani topografického obrazu vzorku. Vysledky ziskané pomoci mikroskopie
atomarni sil se snadnéji ziskavaji z STM, ale na rozdil od STM je AFM schopno zobrazit 1
nevodivé a izola¢ni materialy. Diky tomu, tuhle novou technologii védci pfijali a vyuzivaji

ji pti zkoumani bilkovin DNA a Zivych bunék. [2, s. 1]

1.1 Biologicky vyzkum budoucnosti

Pozoruhodnou charakteristikou biologickych procest je jejich rozmér. VSechny Zivé
organismy, bez ohledu na velikost, jsou organizovany az na molekularni Grovni. Geneticky
zakodované instrukce, tisice riznych gentl, rizné malé molekuly a metabolické reaktanty,
meziprodukty a produkty jsou uspotfddany a manipulovany pomoci zivych systémi o velmi
malych objemech. Diky velkému mnozstvi genovych sekvenci, se zdjem védcl zamétuje
na pochopeni roli genti a kddovani proteind, které hraji strukturdlni a funkéni roli bunék.
Rozlozeni téchto slozitych systému bude vyzadovat citlivé experimentalni techniky, které
mohou identifikovat, lokalizovat a kvantifikovat molekularni interakce, které se vyskytuji
mezi tisici molekulami a molekuldrnimi systémy. Bude zapotiebi novych a vylepSenych
vyzkumnych zatizeni pro splnéni téchto novych vyzkumnych vyzev. Mikroskopie skenujici
sondou, konkrétné AFM, bude hrat vyznamnou roli v post-genomické éte hlavné tim, Ze
zavadi novy pfistup k zobrazovani na molekuldrni urovni ve vysokém rozliSeni za
fyziologickych podminek. Samoziejm& AFM neni zaméfeno pouze na biologické aplikace;

vyuziva se ke zkouméani mnoha materiali a chemickych sloucenin. [2, s. 2]
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1.2 Vyvoj AFM

1.2.1 Zobrazovani pomoci AFM: Kontaktni rezim

Jak jiz bylo uvedeno vysSe, AFM funguje na principu sledovani polohy velmi ostrého
hrotu na konci mikro-nosniku, ktery skenuje povrch vzorku. Nejdiive AFM pracoval pouze
v kontaktnim rezimu; kde AFM hrot je po celou dobu ve fyzickém kontaktu se vzorkem.
V kontaktnim rezimu je interakce hrot-vzorek udrZovana konstantni silou pomoci
keramickych piezoelektrickych elementl uvnitt AFM skeneru. Piezoelektricky element
pohybuje nosnikem nahoru a doli v pribéhu skenovani vzorku. Pohyb skeneru pak
generuje body, které tvoii topografii vzorku. Fyzikdlni interakce mezi hrotem AFM
nosniku a vzorkem vytvafi znaéné mnoZstvi bocnich sil, takZe pii zobrazovani
biologického vzorku vyzaduje, aby vzorek byl pevné umistén na atomarné¢ rovném
substratu. DNA molekuly mohou byt znehybnény na atoméarné rovném slidovém povrchu
tak, ze ptidaji dvojmocné kationty, napiiklad hoicik, kobalt nebo nikl, k uchyceni média.
Molekula DNA miZe byt znehybnéna 1 reakci aminosilane Ccinidla, jako je
aminopropyltriethoxysilane (APTES), na slidovém povrchu a to umozni AFM
zobrazovani. Znehybnéni biomolekul na povrchu je stale velkou vyzvou pro védce. Pro
podrobnéjsi zkoumani této tématiky existuje mnoho ¢lankt a knih. Mnoho velmi mékkych
biologickych vzorkd nejsou kompatibilni s kontaktnim rezimem, protoze kontakt s AFM
hrotem a veliké bo¢ni sily, mohou deformovat nebo dokonce i poskodit povrch vzorku.
Proto ani nésledné zobrazeni meékkych vzorka neni ve vysokém rozliSeni. To dalo podmét
ke vzniku AC AFM moédu, ktery miize pracovat bud’ v bezkontaktnim rezimu, nebo
v preruSovaném rezimu a nabizi tak feSeni pfi zkoumani mékkych biologickych vzorkd. [2,

s. 2]

1.2.2 Zobrazovani pomoci AFM: Dynamicky nebo AC AFM rezim

Dynamicky nebo AC AFM rezim je zvlaSté uziteCny pii zobrazovani jemnych
biologickych vzorki. VAC AFM, je AFM nosnik fizen kmitdnim nahoru a dolid
rezonan¢ni frekvenci pomoci aplikovaného zdroje a diky tomu AFM hrot a vzorek jsou
v interakci prevazné ve svislé ose. Zmény oscilace nosniku, amplitudy, frekvence a faze
jsou feSeny AFM a ziskavaji se tak informace o pfiblizeni AFM hrotu k povrchu vzorku a

diky tomu se generuji dal$i zobrazeni vzorku. U AC AFM se objevuji jen zanedbatelné
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bo¢ni sily nez je tomu u kontaktniho reZzimu a nasledné degradace vzorku, které jsou Casto

pozorovany se u AC AFM nevyskytuji. [2, s. 3]

U AC AFM vzniké interakce zptsobend van der Waalsovymi silami a dal$imi silami
s kratkym dosahem a to zplsobi mirny utlum oscilacni amplitudy ocelového nosniku.
Systém AFM sleduje amplitudu a oscilacni frekvenci nosniku a udrzuje vzdéalenost mezi
AFM hrotem a vzorkem; poskytuje zp€tnou vazbu, kterd pohybuje skenerem nahoru a dolt.
Pohybem skeneru se ziskévaji data, pomoci nichZ se generuje topografie vzorku. Interakce
mezi AFM hrotem a vzorkem zpiisobuje odchylky ve frekvenci oscilace nosniku, které jsou
pfimo spojené s mechanickymi vlastnostmi vzorku. Informace o prostorovych rozdilech
jsou sbirany v riznych bodech soucasné a pak jsou zpracovany a vyhodnocovany. Zména
oscilaéni amplitudy nosniku v kazdém datovém bodu se pouzivd pro generovani
amplitudového zobrazeni vzorku. Kontrast zobrazeni vysledkli z f4zového zpozdéni nebo
rozdily faze mezi méfenim AC vstupni frekvence a vystupni frekvence, je frekvence
oscilace nosniku, kdyz je v interakci se vzorkem. Zobrazeni faze je velmi uzite€né, protoze
je dusledkem zmén mechanickych vlastnosti vzorku. Kromé toho mohou byt jemné

morfologické rysy extrahovany z amplitudy a zobrazeni faze. [2, s. 3]

V zavislosti na oscilaci amplitudy a na silach, které jsou vysledkem interakci hrot-
vzorek, AC AFM muzZe pracovat bud v bezkontaktnim, nebo pferuSovaném rezimu.
V preruSovaném reZzimu, AFM nosnik osciluje v relativn¢ malé amplitudé nad vzorkem,
takze interakce mezi hrotem a vzorkem ma tendenci tlumit amplitudu kmitani. Proto kazdy
nejspodnéjsi bod dolnitho cyklu AFM hrotu, oznaci interakéni sily hrot-vzorek jako
odpudivé. V bezkontaktnim reZimu, AFM nosnik osciluje volngji; je méné zatiZzen
interakci hrot-vzorek s relativné vétsi amplitudou a kazdy nejspodnéjsi bod dolniho cyklu

AFM hrotu, oznaci interak¢ni sily hrot-vzorek jako piitazlivé. [2, s. 3]

Byly vyvinuty dvé technologie pro dynamické fizeni nebo oscilovani AFM nosniku
pro zobrazovani. V roce 1987 byl vyvinut akusticky AC mod (AAC), ktery je v soucasnosti
Siroce vyuzivan. Poprvé byl uveden do prodeje firmou Digital Instruments a je ozna¢ovan
jako ,,poklepovy rezim“. V AAC moddu je napéti ptivedené do piezoelektrického pohonu
(PTZ), ktery je zakomponovan do drzédku nosiku. PTZ generuje vysoké zvukové viny, které
zpusobuji oscilaci nosniku v rezonanéni frekvenci. To jak AFM hrot osciluje, je snimano

z povrchu vzorku pomoci skeneru. Povrchové sily, jako je interakce van der Wallsovych
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sil, zplisobi mezi hrotem a vzorkem utlum oscilaéni amplitudy nosniku. Toto sniZeni

amplitudy se vyuziva u AFM pfi zobrazovani topografie povrchu vzorku. [2, s. 4]

Jedinou nevyhodou AAC modu je, Ze akustickd vlna zplsobuje velké mnozstvi
mechanickych rezonanci. V modu AAC akustickd vilna zplisobuje nejen kmitdni AFM
nosniku, ale pisobi i na drzdk nosniku a tekutinu obklopujici vzorek. Vysledkem je
kombinace skute¢né rezonance nosiku a vzorku. To ma za nésledek komplikovany signal a
hluéné pozadi, které omezuje nejmensi amplitudu kmitd, které 1ze pouzit v AAC maddu.
Velkou vyhodou provozu AFM v kapaling je relativni nedostatek pfilnavosti mezi hrotem a
vzorkem, ale z dlivodu rusivych poruch zplsobenych akustickymi vinami v AAC moédu se
v kapalin¢ vyskytuji ,,Spicky*. Tohle je Casto obtizné¢ vhodné oznaclit vrchol, ve kterém

nosnik osciluje ve ,,Spicce”. [2, s. 4]

Kontakt mezi AFM hrotem a vzorkem v AAC moédu je nejCastéji povazovan za
pferusovany, ale jinak tomu je u jiného typu AC AFM méddu, MAC médu (magneticky AC
mod). Magneticky AC mod mé zjevné vyhody oproti AAC nebo poklepovému rezimu a to
pfevazné u zobrazovani v tekutinich, pifi nejmenSim tim, Ze postradd poruchy
z akustickych vIn. To poskytne mnohem Ccist§i AFM signal v kapalin€, coz ma za nasledek
velmi kvalitni AFM zobrazeni. To je zvlasté dulezité pii zobrazovani biologickych

materialt. [2, s. 4]

V MAC moédu, je AFM nosnik potazen paramagnetickym materidlem pro piesnéjsi
rezonanci v externim magnetickém poli. Magnetické pole je generovano pomoci sttidavého
napéti na malé civce, ktera je navinuta na feritovém jadru a je umisténa piimo pod nebo
nad nosnikem, bud’ ve skeneru AFM nebo v desce pro umisténi vzorku. Pfima a pfesna
oscilace AFM nosniku znamena, Ze v MAC modu jsou tekuté médium, drzdk nosniku a
dalsi komponenty v klidu, kdyz nosnik osciluje. Vysledkem je velmi Cisty rezonanéni
signal bez ,Spicek®, takze je snazsi vybrat spravnou frekvenci oscilace nosniku. Dalsi
vyhodou pfimého fizeni nosiku je, ze je mozné zobrazovat 1 s nizkou amplitudou oscilace.
Energie pfevedena do vzorku oscilaci AFM nosniku je jen zlomkova, takze disledkem
pouziti menSi amplitudy je, ze MAC mdd je mnohem Setrnéj$i zobrazovaci rezim nez
AAC. Ve skutecnosti je MAC mad tisickrat jemné&jsi nez v AAC. Jedna se tedy o extrémné
jemny zobrazovaci rezim, deformace vzorku nejsou problém a kontrast zobrazovani je

velmi dobra. To je hlavni vyhodou pro zobrazovani citlivych vzorki, jako jsou naptiklad
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biologické materidly. MAC mod je patentovana zobrazovaci metoda, ktera byla vyvinuta

firmou Molecular Imaging. Nyni nabizi pouze spolecnost Agilent Technologies. [2, s. 4]

1.2.3 Skenovani vzorkem vs Skenovani nosnikem

Komeréni mikroskopie skenujici sondou lze obvykle rozdé€lit do dvou dalSich
kategorii, skenovani vzorku a skenovaci nastroje. Pii skenovani vzorku je nosnik
stacionarni a pohybuje se vzorek pod nosnikem. V dasledku toho jsou piezoelektrické
mechanismy, které fidi pohyb desky se vzorkem. To muze vést k problémiim, protoZe
misto kolem vzorku je znacné¢ omezené a to mlze zpusobit potize pii pfidavani dalsiho
pfislusenstvi. Napiiklad umisténi topeni nebo chlazeni piimo na piezoelektricky skenovaci
mechanismus je velmi ¢asto problematické. Dalsi problém miiZe vzniknout pfi zobrazovani
v kapalném prostiedi, protoze ptipadny unik kapaliny ze vzorku pfedstavuje vyznamné
riziko poskozeni piezoelektrického snimaciho mechanismu. Tohle muiZe byt velmi

zavazné, protoze vysoké vykyvy napéti ma velky vliv na skenovaci mechanismus. [2, s. 4]

Skenovani zatizenim se obvykle oznacuje jako skenovéni z vrchu dolli nebo skenovani
nosnikem, protoze AFM nosnik je pfipevnén piimo na AFM skeneru, ktery je nad vzorkem
pro snimani povrchu. Tim se zabrani mnoha problémim spojenych s metodou snimani
vzorkem a miiZe pfinést dalsi vyhody pfi kombinaci s dal§Simi AFM nastroji a piisluSenstvi.
Naptiklad kombinace s optickym mikroskopem. Mezi alternativni pfisluSenstvi mize patfit
napiiklad vytapéni a chlazeni nebo doplitkové rozpoznavaci zatizeni pro mikro€ipy. Tyto
zafizeni jsou pak umistény do prostoru pod vzorkem pii skenovani z vrchu doll. VétSina
komer¢nich AFM vyuzivaji mechanismus sledovani nosniku, ktery je zaloZen na vychyleni
laserového paprsku k udrZeni pozice nosniku béhem zobrazovani. Laserové sledovaci
systémy jsou Casto velmi slozité a vyzaduji velkou ptfesnost pfi montazi. Nedokonalé
piipevnéni sledovaciho mechanizmu muze zplsobit problémy s polohovanim nosniku a to
které mohou zptisobit zobrazeni zvinéné plochy misto rovné nebo vinéni v pozadi obrazu.
Tyto problémy byly vyieSeny Agilent 5500 s AFM, ktery vyuziva patentovany systém
sledovani paprsku a ten zamétfuje laser do jednoho bodu na nosnik v pribéhu skenovani.

[2,s. 5]
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1.2.4 AFM jako vyzkumny nastroj

Me¢éfeni a ptiprava biologickych materiald, zobrazovani riznych biologickych molekul
a dokonce 1 zivych bunék se staly relativné rutinnimi procedurami. Zobrazovani vzorki,
jako jsou bakterie S-vrstvych proteinti (viz. Obr. €. 3) pomoci MAC mddu ve vzduchu i
kapaling je jiz béznych tkazem. Vzhledem k tomu, Ze pfilnavé buniky nevyzaduji pouZiti
zadnych imobilizac¢nich systémul, mizou byt buiiky umistény piimo na rovné sklo nebo
slidu. Mnoho laboratofi uspé$né zobrazilo pfilnavé Zivé savei bunky v tekutém prostredi.
Rozdilné je pak zobrazeni nepfilnavych Zzivych bunck v tekutém prostfedi, jako jsou
bakterie na Obr. €. 4. Ty je tfeba nejprve znehybnit pomoci Zelatiny nebo kolagenu a pak

umistit na slidu nebo sklo. [2, s. 5]

Obr. &. 3 - S-vrstvy protein izolovany z bakterie zobrazeny ve vysokém rozliSeni pomoci MAC médu

v kapaliné.

Obr. ¢. 4 - Zobrazeni Zivé bakterie Rhodopseudomonas palastris, ktera je znehybnéna na Zelatinou

pokryté slidové podloZce a uloZené v kapaliné.
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Mnohé védecké publikace prohlasuji, ze AFM je schopno zobrazovat vzorky
v jakémkoliv prostfedi, vcetné¢ kapalin. Pfevazn¢ takhle schopnost zobrazovani
v molekuldrnim rozliSeni v kapalin€¢ ¢ini AFM velmi atraktivnim pro zkoumdni
biologickych vzorkd. TakZe zprvu nenaplnéné hlasani, Ze AFM bude vynikajici pro
zobrazovani v kapaling, je dnes jiZ realitou a mé pravoplatné misto jako nastroj pfi feSeni
biologickych problémt, jak ve vzduchu tak zejména v kapalindch. Naptiklad omezné
mapovani DNA molekul pomoci AFM bylo dosaZenim pouZitim omezujictho enzymu
(EcoRI), ktery se navdaze DNA sekvenci urCitym zplsobem na hrot AFM nosniku.
Omezujici enzym byl upraven tak, aby neStépil DNA. Enzymem upraveny hrot je pouZit
k zobrazeni a mapovani vazeb EcoRI na kosmid DNA vzorku. Zobrazeni tohoto
experimentu muzete vidét na Obr. €. 5. Schopnost zobrazeni DNA v kapalném prostredi
vedlo k n¢kolika dynamickym studiim. Omezenim koncentrace nukleoidt trifostatu (NTP),
bylo mozné dynamické zobrazeni RNA. V tomto pokusu byla slida chemicky upravena ke
znehybnéni DNA. Byla pfidana RNA polymeraza, a tak jak se pohybovala molekule
polymerdzy podél molekule DNA, AFM zobrazeni vysledki RNA piekladu se stalo
rozpoznatelné. Dalsi dynamické studie provedené v kapaliné prokazaly, ze zmény ve tvaru
bilkovin, které se vyskytuji u aktivnich enzymu 1ze pozorovat také pomoci AFM. Zejména
elegantni je studie z laboratofe Stuart Lindsay doklad4d, Ze je moZné monitorovat
dynamické zmény v proteinu DNA. Chromatin (nukleozom DNA) se podatilo znehybnit.
Slida byla oSetfena amino silanem a glutaraldehydem pro uchyceni chromatinovych
nukleozomt, ne k DNA, ale pfimo ke slid¢. Vysledkem byla nepfimo znehybnénd DNA
k podkladu, prostfednictvim nekovalentni interakce s nukleozomy. Chromatin byl zobrazen
MAC moédem (Obr. €. 6) a pratok tekutiny byl vyuzit ke zmén€ koncentrace soli pfi
zobrazovani. Pfi nizké koncentraci NaCl byly komplexy nuklezom-DNA pozorovany na
AFM snimcich, ale pfi zvySovani koncentrace soli byly uvolnény interakce nukleozomu s
DNA, takZe nukleozomy byly jasn€ viditelné. Dynamické studie, jako je tahle, nejsou
omezeny interakci bilkovina-DNA. Strukturalni zmény v bunkéch savcti, jako jsou zni€eni
aktin sité ve firoblastech cytochalasinem B, byly rovnéZ zaznamenany pomoci AFM. [2, s.

6]
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Obr. ¢. 5 - AFM zobrazeni mysiho kosmidu ve vzduchu. Tmavé mista na DNA ukazuji individualni
EcoRI endonuklezové molekuly, které se vaizou na DNA molekuly specifickym zpisobem. To doklada

uZitecnost AFM ke studiu DNA a mapovani DNA sekvenci se specifickymi proteiny za béZnych

podminek.

Obr. ¢. 6 - Zobrazeni chromatinu pomoci MAC médu. Tyto proteiny, zvané nukelozomy,

jsou soucasti DNA.

1.2.5 AFM spektroskopie sil

Unikatni vlastnosti mikroskopie skenujici sondou je schopnost méfit nepatrné sily,
které jsou zodpovédné za rizné molekularni interakce. Pokusy s mikroskopii dynamickych
sil (DFM) nebo spektroskopii dynamickych sil (DFS) mohou byt provedeny pomoci AFM
pfipevnéni biologického polymeru na jedné strang, jako je DNA nebo protein na hrot AFM
nosniku a druhy konec biologického polymeru k pevnému povrchu. Kdyz se AFM hrot

vzdali od povrchu, mohou vzniknout inframolekuldrni sily, které je tfeba ptekonat pro
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prodlouzeni biologického polymeru. To je méfeno a vysledky slouzi k vytvotfeni kiivky
sila-vzdalenost (taky oznacovéna jako kiivka sila-prodlouzeni). Kiivky sila-vzdalenost jsou
mozné vyjadrtit, protoze je mozné zméfit sily podilejici se na molekularnich interakcich
biologickych vzorkil, méfenim sub-angstrom deflekce, kdyZ se nosnik odklani od povrchu.
Vysledky mohou byt pouzity pro kvantifikaci inframolekularni sily, tak malé jako je
velikost né€kolika slabych van der Waals interakci nebo dokonce nezavazna sila jediné
vodikové vazby. V DFM experimentu prodlouZeni bilkoviny, molekule proteinu se sloZitou
tercialni strukturou byla absorbovana zlatou vrstvou, ktera pokryva slidu. Hrot AFM
nosniku, ktery byl taky potaZzen zlatem pro zachyceni bilkoviny, byl posunut do kontaktu
s imobilizovanou molekulou proteinu a pak byl zase odtaZzen. Zobrazeni, které vznikne
prodlouzenim proteinu je evidentné kiivka sila-vzdalenost. Mechanické bilkoviny titin a
tenascin byly rozséhle studovany pomoci jedno-molekulového DFM experimentu. Kazdé
minimum v grafu sila-vzdalenost pro titin na Obr. €. 7 indikuje maximalni silu; kde jsou
individualni titin domény prodlouzeny oddalenim AFM nosniku. Vzdéalenost mezi
jednotlivymi vrcholy minima odpovidaji délce strukturdlni domény. V tomto experimentu
byla potiebna sila k prodlouzeni vypocitana na 150 — 300 pN s periodicitou mezi rozsifeni
domény 25 — 28 nm. To dobie koreluje sudaji zjinych technologii, ve kterych byla
stanovena vzdalenost jedné Ig domény titinu nejméné 31 nm. Dalsi pokusy s rozsirovanim
sila-vzdalenost byly provedeny u polysacharidii, molekul DNA a riiznych alkoholt. [2, s. 6-
7]
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Obr. ¢. 7 - Vlevo: AFM zobrazeni titin molekule. Vpravo: K¥ivka sila-vzdalenost vyplivajici z praskani
jednotlivych ¢asti jedno-molekulového titinu. Molekula titinu byla upevnéna k pevnému povrchu a pak
prodluZovana pomoci AFM hrotu, ktery se vzdaloval od povrchu. Kazdé maximum odpovida sile
potiebné k prasknuti individualni oblasti. Vzdalenost mezi vrcholy kiivky odpovida délce kazdé

oblasti.
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Extrémni citlivost AFM muze byt vyuZita k méfeni molekularnich sil, které zahrnuji
dopliikové pary molekul. Naptiklad energie potfebna k pietrzeni vodikového pouta mezi
doplitkovymi fetézci DNA byla zméfena pifipojenim jednovlaknové molekuly DNA na
AFM hrot a pfipevnénim doplitkového fetézce DNA k podkladu. Malé interakce molekule-
receptor byly rovnéz méfeny pomoci AFM. Napftiklad interakce biotin-avidin a biotin-
streptavidin byly méfeny piipojenim biotinu ke hrotu na AFM nosniku a upevnéni advidin
nebo streptavidin k podkladu. Po pfipraveni interakce biotin a avidin nebo streptavidin
molekul, AFM nosnik byl oddalen a sila uréend k tahu byla méfena s cilem urcit silu
interakce. Dalsi zajimava zprava popisuje, jak byly eukaryotické buiiky ptipojeny ke hrotu
na AFM nosniku a pak vytvareli interakce s jinou buiikou, kterd rostla v Petriho misce.
Hrot na AFM nosniku byl odtazen od Petriho misky tak, aby piekonal adhezivni interakce
mezi dvéma builkami a sila by mohla byt zméfena. Adhezivni interakce mezi parem
molekul mize byt méfena a porovnavana riznymi AFM. Vysledky byly shledany
dostate¢né¢ konzistentni. Naptiklad pozlaceny AFM hrot a podklad, oba upravené 11-
mercaptoundecanoic kyselinou. Sifi¢ité skupiny kazdé mercaptoundecanoic kyseliny
molekuly se vdzou na zlatem potazeny hrot a podklad. AFM hrot byl odtazen od podkladu,
potiebnd sila preruseni jedné vodikové vazby byla méfena pomoci AFM a vypoctena
hodnota byla 16,6 pN. V podobném experimentu byla zmétfena potiebna sila preruSeni

jedné vodikové vazby vypoctena na 12 pN. [2, s. 7]

Obr. ¢. 8 - Vlevo: Zobrazeni avidinu na slidovém povrchu pomoci MAC moédu. Vpravoe: Zkoumanim

povrchu, pokrytém avidinem pomoci AFM hrotu na kterém je molekula biotinu, vznikla kfivka sila-
vzdalenost pro interakci biotin-avidin. Modra ¢ara zobrazuje chovani AFM hrotu vidi povrchu

s avidinem. Cervena ¢ara piedstavuje oddalovani biotinylovaného hrotu od povrchu. Na kfivce je
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vrchol, ktery piredstavuje nespecifikovatelnou adhezi mezi AFM hrotem a avidinem pokrytym
povrchem (a). Navic je zde zobrazen vrchol, ktery odpovida sile potiebné k uvoliiujici udalosti mezi

biotinem a avidinem (b).

Na Obr. ¢. 8 je zobrazena adivin molekule a je pfipevnéna k povrchu. V jednom
experimentu byl biotin pfipojen ke hrotu na AFM nosniku pomoci 30 nm PEG linkeru a
tim zvnikla kiivka sila-vzdalenost. Oddalenim AFM nosniku od povrchu byla viditelna
adheze mezi AFM hrotem a adivinem na kfivce sila-vzdélenost. Pti oddaleni biotinylového
AFM nosniku od povrchu je mozné vidét druhy vrchol. Druhy vrchol se nachézi ptiblizné
30 nm od prvniho adhezniho vrcholu a je vysledkem nevazané udéalosti mezi molekulou
biotinu, pfipevnéné 30 nm PEG linkerem a zdruhé strany piipevnéné k povrchu.
Intramolekularni a mezimolekularni vazebné sily prodlouzeni a pietrzeni se mohou méfit
nejmodernéjSimi metodami AFM, ale taky pouZiti laseru mize vyrazné sniZit Sum v pozadi
ktivky sila-vzdalenost s uzavienou smyckou Z piezoelektrického elementu. MoZnost
naprogramovani pohybit AFM nosniku pro provozovatele AFM je taky velmi dilezita.
Navic pfistup k programovatelnym aplikacim, které umozZiluji nastaveni piedem

definované sily a troven sily, je velmi uzite¢ny pro experimenty. [2, s. 7-8]

Mikroskopie rozpoznavani molekularnich sil (MRFM) je dalsi oblasti, kde AFM hraje
vyznamnou roli v souCasném vyzkumu biomolekul a mél by tuhle roli zastavat i
v budoucnu. MRFM kombinuje sniméani topografie se simultdnnim molekuldrnim
rozpoznavanim mezi hostitelem a hostem nebo ligandreceptorovymi pary. V MRFM je
molekularni sonda pfipevnéna na hrot AFM nosniku pomoci kart¢ého (6-8 nm)
polyethylenglykol (PEG) tvazu. Jak AFM nosnik skenuje povrch vzorku, je ziskdvana
topografie vzorku spolu se zobrazenim molekuldrnich interakci mezi sondou na AFM hrotu
a doplnujici oblasti na vzorku. MRFM byla poprvé piedvedena pii zobrazovani lysozymu
v MAC modu, kdyz na AFM hrotu byl pfipevnény PEG linker a protilatka byla pfipojena
k lysozymu. Pfi skenovani hrotem s protilatkou a linkerem pifes znehybnéné molekuly
lysozymu, byla ziskana zobrazenim topografie informace ohledné interakce mezi
protilatkou a antigenem. Nicméné zobrazeni topografie je zkreslené kviili molekularni

interakci mezi molekulami lysozymu a protilatkou. [2, s. 8]



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky, 2012 24

Obr. ¢. 9 - MAC mdd topografie (vlevo) a simultanni zobrazeni molekularniho rozpoznavani (vpravo)

avidinu a interakce biotin-avidin pomoci PicoTREC a Agilnet 5500 AFM/SPM. Na slidovy povrch byly

upevnény molekuly avidinu a pak byly skenovany AFM hrotem modifikovanym biotinem. Na
vysledném zobrazeni topografie jsou vidét bilé oblasti, které predstavuji molekuly avidinu. Tmavé
oblasti odpovidaji molekuldrnim interakcim mezi biotinem a avidinem. Tyto interakce jsou ve stejnych
mistech, jako jsou vidény u topografie.

Pomoci specidlné navrzeného hardware a MAC moddu, mohou byt oddéleny informace
o interakci mezi ligandy a receptory z topografie ziskané z mapovani interakci ligand-
receptor a protilatka-antigen. Skupina Hinterdorfer pfipevnila biotin na hrot AFM nosniku
a znehybnila avidin na slidové podlozce. Kdyz AFM hrot s biotinem skenoval podlozku
pokrytou avidinem, byly soucasné¢ vyieSeny a zobrazeny snimky MAC topografie avidinu a
interakce avidin-biotin (Obr. ¢. 9). Hardware, ktery byl zapotiebi k rozpoznavani z MAC
topografie, se nazyva PicoTREC a je k dispozici jako volitelny dopln¢k k Agilent 5500
série AFM/SPM. [2, s. 8]

1.2.6 Microarray analyza pomoci AFM

Microarray technologie ma nejvétsi dopad na oblast genového profilovani a DNA
sekvence nebo SNP identifikace. Ale lze vyuzit i pfi zkoumani proteinli, membran, bunck
¢1 malych molekul. BohuZzel, pohodIné oznacovani a detekéni metody pro materialy jiné
nez jsou nukleoidové kyseliny a proteiny nejsou k dispozici, tzv. ,,bez-Stitkové™ detekéni
systémy by byly pfinosem pro technologii microarray. Rizné biologické molekuly mohou
byt pfipevnény na AFM nosnik, ale pro mikroskopii dynamickych sil (DFM) na velkych

polich biologickych molekul bude potieba vylepSeni hardware a software. Konvencni
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microarray jsou tvofeny riiznymi prostiedky, vcetné €inidla vstfikovani, pin vyhledavani
nebo litografické techniky. Microarray jsou obvykle slozeny zjednotlivych
mikroskopickych mist se samostatnou chemickou identifikaci, uspotadané na sklenéném
sklicku mikroskopu. Stovky nebo 1 tisice téchto mist Ize uspotadat do jednoho typického
microarray. Tyto pole mohou reagovat sriznymi testovacimi c¢inidly a s pomoci
specializovanych pfistrojii a software mohou byt vyhodnoceny tisice konkrétnich interakei.
Aktudlni microarray technologie se soustfed’uje na tisice molekularnich interakci na poli;
obvykle se ale nejedné o vyjadieni velikosti interakéni sily mezi integrovanymi vzorky, ani
hodnoceni molekul na jedno-molekuldrni urovni. Kombinaci AFM s microarray
technologii, by mohli byt stanoveny sily molekularnich interakci mezi prvky pole a
stanovenymi Cinidly. To vyzaduje, aby byl umistén AFM skenovaci mechanismus nad
vzorkem a AFM nosnik byl pevné pifipevnén ke skenovacimu mechanismu, aby vznikl
dostatecny prostor pod vzorkem pro umisténi jednotlivych microarray prvkll a jejich

sladéni s AFM nosnikem. [2, s. 9]

1.3 Shrnuti

Mikroskopie skenujici sondou dozrala do stadia, kdy lze predpokladat, Ze bude hrat
vyznamnou roli ve védeckém vyzkumu 21. stoleti. Tento obor se stdle rozviji. Vyrobci
komerénich nastroji touzi zaclenit nové poznatky od vyzkumnych pracovnikii do novych
komer¢nich produktii. Spekulovat o dalSim vyvoji méticich néstroju je riskantni, ale lze
zaznamenat velky pokrok v pohledu na zkoumdani biologickych materialti a to by mohlo
pomoct k vyvoji dokonalejsich méficich technik. Konec 20. Stoleti se proslavil rozlusténim
lidského genomu. Na pocatku tohoto stoleti se védci snazi o pochopeni, jak se geny
ovlivituji pro zachovani fyziologickych procesi, bunék a Zivych organismt. Jak uz bylo
uvedeno, bude to vyZzadovat metody pro identifikaci, mapovani a méfeni mnoha rtiznych
slabych molekularnich interakei, které se vyskytuji u zivych bunék. Jak bude vyvoj AFM

vyuzit pii feSeni téchto novych vyzev zalezi jen na nés. [2, s. 10]
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2 AFM

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) je mikroskopicka technika, ktera se pouZziva k
trojrozmérnému zobrazovani povrchd. Obraz povrchu se zde sestavuje postupné, bod po
bodu. Metoda dosahuje velmi vysokého rozliSeni — miize zobrazovat i1 atomy. Techniku
AFM lze pouzit nejen k zobrazovani, ale také k tvorbé struktur ¢i zpracovani povrchl v

nanometrové oblasti.

V principu je AFM podobnd metoda jako tunelovd mikroskopie. K detekci vSak
neslouzi elektricky proud, ale vzajemna meziatomova pfitazlivost. Detekuje se pohyb

zkoumaciho hrotu pfi prichodu nad vzorkem. Umi zobrazovat i nevodivé vzorky. [5, s. 1]

2.1 Vyhody a nevyhody pouziti AFM

Vyhody AFM:
e Umoznuje kvantitativni méteni povrchu.
e MiiZe zobrazit jakykoliv pevny povrch bez zvlastni ptipravy vzorku.
e Miuze méfit fyzikalni sily.
e Ve srovnani s elektronovou mikroskopii (SEM), miize poskytnout piesnéjsi
topograficky kontrast, pfimé méteni vySek a nezastinény vyhled na povrchové rysy.
e Ve srovnani s transmisni elektronovou mikroskopii (TEM), mize poskytnout
trojrozmérné snimky bez drahé piipravy vzorku a poskytuje mnohem vice
informaci, nez TEM s dostupnym médem kiizové Elenéni vzorku.
e Ve srovnani soptickymi interferometrickymi mikroskopy, miiZe jednoznacné
stanovit méteni vysky kroku, nezavisle na rozdilné odrazivosti riznych materiald.
e Kbvalitativni topografie a ur€ovani povrchu pomoci AFM mize byt korelovano
(pomoci multivariacnich statistickych postupli nebo neuronovych sitovych analyz)
s dalSimi nezdvislymi meétfenimi vlastnosti povrchli, jako jsou chemické nebo
mikrobiologické adsorbcni data, vodni tok, pfeprava rozpustnych latek, povrchova
energie atd.
Nevyhodou AFM v porovnani s elektronovym mikroskopem, je velikost obrazu.
Elektronovy mikroskop je schopen zobrazit plochu v fadech mm”* a hloubku v milimetrech.
AFM miZe zobrazit maximalni vysku v mikrometrech a maximalni plochu 125 x 125 pm.
Dalsi nevyhodou je pomalé skenovani, které ma odstranit artefakty (o tomto pojmu si

fekneme vice v kapitole zvané Artefakty). [6, s. 22-23]
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2.2 Slozeni AFM mikroskopu

Soucasti AFM mikroskopu je nosnik s hrotem a plni funkci sondy. Laser smétuje sviyj
paprsek do jednoho mista na nosniku, od néj se odrazi do fotodiody, kterd detekuje pohyby

nosniku a tim vytvari zobrazeni vzorku. Skener slouzi k rastrovani vzorku.

Fotodioda

Hrot a nosnik

Povrch vzorku

Obr. €. 10 - Schéma AFM mikroskopu

2.2.1 Hrot a nosnik

Pro zkoumani mikroskopie atomdrnich sil nesta¢i zhotovit pouze ostry hrot, ale je
dilezité vyrobit také nosnik, ktery svym ohybem identifikuje velikost interakéni sily. U
STM se méfil pouze proud prochdzejici vzorkem, tudiz stacil pouze ostry drat
nasmérovany kolmo ke vzorku. Po pokusech se zahnutymi hrot se zacali pouZivat nosniky

upravené litografickymi technologiemi (Obr. €. 11). [1]

Na AFM nosniky jsou kladeny poZadavky na vysoké rezonanc¢ni frekvence (10-500

kHz) a malé setrva¢nosti. Kvalita odezvy na ndhlé zmény je urCovana hmotnosti a tuhosti.
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Zavisi tedy na puvodni rezonan¢ni frekvenci. Minimalni hodnota tuhosti je limitovana

stabilitou métfeni. Nesmi dojit k pfilnuti nosniku ke vzorku. [1]

Obr. ¢. 11 - Hrot a nosnik

[7]

V soucasné dobé jsou nejpouzivanéjsi dva zakladni tvary nosniku:
- plochy tenky kvadr

- trojuhelnikové spojeni dvou plochych kvadri vytvarejicich pismenko V

Uvedené vlastnosti nosniku zavisi na jeho pouziti. Pro dotykovy rezim se pouZziva
pruzny nosnik ve tvaru V, pro bezkontaktni rezim, pevné ploché kvadry, které jsou velmi
kiehké. Jelikoz v dotykovém rezimu pusobi velké bo¢ni sily, musi byt nosnik odolny vici
zkrouceni. Nosniky se vyrdbé&ji nejCastéji z kiemiku s pfimé€semi SizNs nebo SiO,.

Mnozstvi ptfimési vyrazné ovlivituje vySku nosniku. [1]

Ostrost hrotu udava rozliSeni zobrazeni. Hrot je umistén na konci nosniku a miize mit
rizné tvary, dle pouziti (viz. Obr. €. 12). Mezi dalsi charakteristické vlastnosti patii jeho
délka (cca 10nm), zeStihleni (1:3, specialni hroty 1:10), které ovliviiuje schopnost
zobrazovat ostré hrany a hluboké zéatezy, dale bocni tuhost, mechanickd a chemicka
odolnost a v neposledni fadé polomé&r kiivosti hrotu, ktery ovliviiuje maximalni rozliSeni a

pohybuje se v rozmezi 1-50nm. [1]
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 Side View

Front View

Obr. €. 12 - AFM hroty (A —Sipovy hrot pro poklepovy rezim, B — hrot pro kontaktni rezim, C —
pyramidovy hrot)

[8]

Hroty je moZné libovolné upravovat a tim tak zlepSit n€které jejich vlastnosti. Na hrot
je mozné nanést vrstvu organické slouceniny a tim snizit vliv kapilarnich sil. Dale je
mozné Spi¢ku hrotu pokryt vodivou ¢i magnetickou vrstvou. Nové objevend metoda
spoc¢iva v pouziti nanotrubicek, coZ jsou duté valcové utvary malého poloméru a relativné
velké délky. Stihlost zaruGuje zmenseni poloméru kiivosti hrotu, coz udéluje hrotu lepsi
zobrazovaci vlastnosti. Nanotrubicky vynikaji také malou adhezi ke vzorku (hladsi obraz),
ohebnosti (zmenSeni frekvence ldmani hrotu), pfesnou stavbou a mozZnosti naplnit trubicku

chemicky ¢i biologicky aktivni latkou. [1]

Vyrobeny nosnik vétSinou ziistdva piipevnény na bazi, kterd se umistuje do

mikroskopu. Baze se ptilepuje na dalsi podlozku, kterd umozni snaz$i manipulaci.

Sily, které ptisobi mezi hrotem a vzorkem mohou byt definovany pomoci Hookova
zékona:

F =k-AZ,

k je konstanta tuhosti nosniku

AZ je vychylka nosniku v ose Z
2.2.2 Skener

Skener slouzi ke kontrole vzdalenosti mezi hrotem a vzorkem a dodava hrotu

prostorovou orientaci vzhledem ke vzorku. Vyradbi se vétSinou z piezoelektrickych
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materidll, které maji poZadované piezoelektrické vlastnosti: méni svoji velikost
v zavislosti na vnéjSim elektrickém poli. Skener se sklad4 z piezokeramickych valecki,

usporadanych ve dvou moznych variantach:

e Trojnozka - tvofena tfemi valeCky poloZzenymi ve vzajemné kolmych smérech

e Trubicka - je duta a obstarava pohyby ve vSech tfech smérech

Piezokeramika jako takovd je zastoupena polarizovanym polykrystalickym
materidlem, ktery se ziskdva specenim krystalii. Polarizace keramiky je umozZnéna jejim
zahtatim na Curieho teplotu (vétSinou méné€ nez 300°C) a néslednym velmi pomalym
ochlazovanim v silném elektrickém poli. Tato uprava ma za nasledek trvalou polarizaci
materidlu a také schopnost ménit svoji velikost na zdklad€ pfilozeného wvnéjsiho

elektrického pole. [1]

Jsou dvé moznosti umisténi skeneru:

e Pod vzorkem — pevné uchyceni hrotu

e Spojeny s hrotem a nosnikem — pevné uchyceni vzorku

2.2.3 Fotodioda

K detekci ohybu nosniku pouZivaly prvni AFM pfistroje dalSi mikroskop, dale pak

kapacitni detekci. V soucasné dobé¢ je nejpouzivanéjsi metodou opticka detekce.

U optické metody se snima laserovy paprsek, ktery dopadd na nosnik, odrazi se a
pomoci zrcatek je nasmérovan k detektoru — fotodiodé (Obr. €. 10). Fotodioda je rozdélena
na dvé, nebo Ctyfi ¢asti a pfed mefenim je nutné ji nastavit tak, aby do vSech ¢asti dopadla
stejné velka energie odraZzeného paprsku. Pohyb nosniku zméni tthel dopadu paprsku, ktery
se tedy odchyli a z rozdilového signélu se urcuje tthlova velikost ohybu a z ni pfipadny

vyskovy rozdil. [1]
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Existuji dva typy detektori:
e dvou-segmentoveé
e (tyf-segmentové

V soucasnosti se nejvice pouziva Ctyr-segmentovy detektor, protoze umoziuje mefit i

zkrut nosniku, ktery miiZze byt zplisoben naptiklad tfecimi silami pii kontaktnim méfeni.

U detekce diferencialnim interferometrem dopadaji dva vzajemné kolmé svazky na

nosnik ve dvou riznych mistech.

V ojedinélych ptipadech se pouziva piezorezistivni detekce, kdy je nosnik vyroben
z piezoelektrického materidlu a s jeho ohybem se zdroveit méni i jeho odpor, ktery se

posléze méii a slouzi k sestaveni obrazu. [1]

2.3 Sily uplatiiujici v AFM

AFM je metoda zaloZena na snimani sil mezi hrotem a povrchem zkoumaného vzorku.
Podstatné vétSina sil ma pivod v atomarnich interakcich, take je dileZzité pficist tvar hrotu
a vzorku, abychom mohli urcit skutecny obraz. Mezi charakteristické sily patii van der
Waalsovy sily (ptasobi ve vzdalenostech 0,1 az 100 nm, jsou neaditivni, maximalni
rozliSeni je v fadu nm). Déle jsou pak sily kratkého dosahu — odpudivé sily, které vznikaji
v dbsledku kombinace Pauliho principu a Coulombovského odpuzovani jader atomil
(uvedené sily 1ze modelovat mocninnym zédkonem r» - n, n > 8, kde r je vzdalenost jader
atomu a n je jejich pocet, nebo exponencialnim). Dalsi sily kratkého dosahu mohou byt:
fyzioresorpce a chemoresorpce (vazby mezi hrotem a vzorkem), kovova adheze (pfitazlivé
sily mezi dvéma kovy), plasticka a elastickd deformace, tfeni. Velky vliv na nosnik a hrot
maji kapildrni sily, tyto sily maji pivod v tenkém menisku vody, ktery se vytvoii z vody
adsorbované na povrchu preparatu v misté kontaktu hrotu se vzorkem. [3, s. 13]

Kiivka na Obr. €. 13 zndzorniuje zavislost zacastnénych sil na vzdalenosti. V grafu
jsou zobrazeny jak odpudivé sily, tak pfitazlivé. Tato zavislost vychazi odvozenim z

Lennard-Jonesova potencialu.
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v =2[(2) -]
kde € je konstanta,

r je vzdalenost mezi dvéma na sebe pisobicimi ¢asticemi,

rg kone¢na poloha, v niz je nulovy potencial.
Sila a
Odpudive sily

Kontaktni

»

Vzdalenost

Poklepovy

Bezkontaktni

Pritazlivé sily

Obr. €. 13 - Sily piisobici mezi hrotem a vzorkem

2.3.1 Méreni a pouzivané rezimy v AFM

Me¢teni vzorkl pomoci AFM lze provadét v riiznych rezimech (médech). Jednotlivé
mody se 1i$i vzdalenosti hrotu od vzorku a také silami mezi nimi piisobicimi. Nejcastéji se
vyuziva kontaktni, bezkontaktni a poklepovy rezim (jedna se o mezistupeit mezi dvéma
dfive jmenovanymi rezimy, viz Obr. €. 13). S rozvojem AFM pftibyl velky pocet méticich
reziml. Pro zakladni pochopeni principi AFM bude stacit znat zminéné tii zakladni

principy.

2.3.1.1 Kontaktni reZim

Tento rezim méfi v t€sné blizkosti hrotu od vzorku, kde ptisobi odpudivé sily (fadové
7-10 N) a ty ohybaji nosnik smérem od povrchu vzorku. Ohnuti nosniku je tmérné sile,
kterou drzi atomy vzorku pohromadé. Pokud je tuhost nosniku vét$i nez soudrznost

meéfeného materidlu, dojde k poSkozeni vzorku. To se Casto stavad pii zkoumani mékkych
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biologickych materialii. Pfi méfeni v tomhle reZzimu se uplatiiuji kapilarni a adhezni sily.
Kontaktnim rezimem lze dosahnout jen rozliSeni periodicity miizky v disledku rychlého

skenovani a také diky mirnému poklesu interakce se vzdalenosti. [12, s. 27-29]

flexibilni

nosnik

O | An

hrot

@
™~

povrch

>
Obr. ¢. 14 - Kontaktni rezim (D ~ F~ Ah, kde Ah = vertikalni pohyb hrotu, F =

interak¢ni sila, D = deflekce nosniku)

[10]

Sniméani povrchu kontaktnim reZimem lze provést nékolika metodami:

* s konstantni vySkou — udrZuje se konstantni vyska nad povrchem vzorku (osa z). Pfi
snimani topografie vzorku se nosnik ohyba (osa z) a tento prihyb nosniku se méfi. Pfesnost
méfeni zavisi na frekvenci, na stabilit€ polohy a na kalibraci nosniku.

* s konstantni silou — u této metody se udrzuje konstantni prihyb nosniku s vyuzitim
zpétné vazby. Pii pohybu vzorku nebo hrotu ve sméru osy z, se provadi zkoumani povrchu.
Nevyhodou je delsi doba méfeni (urcuje rychlost zpétné vazby). I pres delsi dobu méiei se
pouziva castéji, z diivodli veétsi presnosti (prohnuti nosniku neni ovlivnéno kapilarnimi
silami a jeho vlastni pruznosti).

* kombinovany rezim — tento mod je nejméné vyuzivan. Principem je kombinace zpétné

vazby k dorovnani vysek s nizkou frekvenci a méfeni ohybu nosniku.
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2.3.1.2 Bezkontaktni reZim

Kvili velké pravdépodobnosti poSkozeni povrchu mékkych vzorkd kontaktnim
rezimem, predevSim biologickych materiala, vedlo k zavedeni bezkontaktniho rezimu. Pro
tento rezim se vyuzivaji hlavné sily del$iho dosahu, pfedevsim van der Waalsovy sily. U
tohoto rezimu je nutné zvolit vhodny nosnik s vétsi tuhosti (pfi malé tuhosti by mohlo dojit
k zachyceni na povrchu vzorku). Hrot kopiruje vzorek ve vzdalenosti 1-10 nm. Celkova
sila se pohybuje okolo 10-12 N.

Nosnik je rozkmitdn na rezonan¢ni frekvenci (vétSinou 50-500 kHz). Amplituda
nesmi byt moc velk4, aby nedochdzelo ke kontaktu se vzorkem. Detekuji se zmény v
rezonan¢ni frekvenci ¢i amplitud€ kmitl nosniku pfii pfiblizovani nebo oddalovani hrotu od
povrchu vzorku. Nevyhodu miiZze byt moznost, Ze hrot bude vtazen do vrstvy kapaliny a

nebude mit energii na uvolnéni. [12, s. 30-31]

2.3.1.3 Poklepovy rezim

Kombinace uvedenych dvou rezimt je poklepovy rezim (tapping nebo semi-kontaktni
rezim). Nosnik se rozkmitd na velkou frekvenci tak, ze se hrot, ktery je umistén v tésné
blizkosti vzorku, dotyka (klepe) povrchu studovaného ptedmétu (viz. Obr. €. 15). Zmény
rezonan¢ni frekvence slouzi k zobrazeni povrchu. Snimaci frekvence u poklepového
reZimu je o néco malo mensi neZ frekvence ve volném prostoru, tudiz s pfiblizovanim se
ke vzorku roste amplituda vibraci. Tento reZim umoziuje snimat plochu s vétsim rozpétim
v ose z. Diky niZ§im silam, které plisobi pii méfeni na preparat, se tento reZim pouziva pii
zkoumanti citlivéjSich vzorku, ptevdzné biologickych, protoze nedochéazi k poSkozeni nebo
poskrabani povrchu. OvSem na rozdil od kontaktniho reZimu, je tahle metoda pomalejsi.

[12,s. 32]
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Obr. ¢. 15 - Poklepovy rezim

[11]

2.3.2 Spektroskopie sil

Spektroskopii v AFM se rozumi méteni zavislosti sily a na vzdalenosti od povrchu,
respektive vzdalenosti z, (zy), kde z, je poloha hrotu a z; je poloha vzorku. Pro silu plati
Hooktiv zakon:

F=-kxd

F je sila ptisobici na nosnik
k je silova konstanta nosniku
d je vychylka

Zanedbame-li elastick¢ deformace, je vzdélenost hrot — vzorek rovna d = z; - z,.
Studium zavislosti sily ptisobici mezi hrotem a povrchem vzorku na vzdalenosti hrotu od
povrchu vzorku je uzitené pro monitorovani vertikalni sily, kterou hrot plisobi na povrch
v kontaktnim AFM rezimu. Tato technika muze byt pouzita k analyze kontaminovanych
povrchit (viskozni latky, lubrikanty, lokalni zmény v elastickych vlastnostech povrchu
apod.). Spektroskopie umozituje napi. méfeni sily jednotlivych vazeb, protoze pfi
oddalovani je mozno pozorovat skoky odpovidajici jednotlivym odtrzenim.

Ke spektroskopickému meéfeni se pouzivd pozi€né-citlivého fotodetektoru. Je to
vlastng graf zavislosti vychylky nosniku na napéti piezoelektrického skeneru. Jednou ze sil,
ktera ovliviiuje ohyb nosniku je Van der Waalsova silova interakce. Dalsi jsou lokalni
zmény elastickych vlastnosti, které se projevi zménou tvaru F-d kiivky. Méfeni mohou
ovlivnit necistoty a lubrikanty na povrchu, podobné¢ jako ho ovlivni tenkd vrstva vody na

povrchu vzorku analyzovaného ve vzduchu. [3, s. 15]
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2.3.3 F-d krivka

Prabéh kiivky znazoriuje piisobici sily mezi hrotem a vzorkem. PfibliZovanim se ke
vzorku se projevi zejména daleko-dosahové sily, to jsou pfedevsim sily s elektrostatickym
charakterem, které se projevi pfitahovanim hrotu ke vzorku. Dochézi zejména k zapornému
prithybu a to se projevi tim, Ze se ptfimka zaobli smérem doll (naznacuje smér pritahovani
k povrchu vzorku). Pfi dalSim pfibliZzeni se projevi i silngjsi sily kratkého dosahu, kiivka
ziska strmy charakter, vrcholem je pfisko€eni k povrchu, dal§im pfiblizovanim dochézi ke
kladnému ohybu nosniku a kifivka ziskava opacny sklon. Tento smér kiivky trva do té
doby, nez se hrot zacne ,,odlepovat™ od preparatu. Tentokrat bude nésledovat ptiblizovaci
¢ast, ale opacnym smérem, dale bude pokracovat do oblasti ptitazlivych sil. [3, s. 16]

Sklon kiivky ndm dava mozZnost udélat si predstavu o elastickych vlastnostech povrchu
preparatu. Pribéh zavislosti ovliviiuji vnéjsi vlivy, napiiklad jestli je vzorek ve vakuu ¢i
vodé nebo ma kontaminovany povrch. Linearni ¢ast F-d kiivky znazorfiuje narast sily na
modulu pruznosti systému, tudiz zalezi 1 na materialu nosniku. S modulem pruznosti v tahu

souvisi povrchové napéti: 3, s. 16]

,kde F je normalova sila ptsobici na povrch o ploSe S.

A Sila

L A/
i 4 Vzdalenost

Vzorek

Obr. ¢&. 16 - F-d krivka — vzorek ve vakuu

[3,s. 16]
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4 Sila
¥ -
Vzdalenost
D C
Vzorek

Obr. ¢. 17 - F-d kfivka — vzorek ve vzduchu
[3,s. 16]

A Sila

Vzdalenost

Vzorek

Obr. ¢. 18 - F-d kfivka — kontaminovany povrch

[3,s. 16]

Na Obr. €. 16-18 jsou zndzornény tii F-d kiivky, které zaznamenavaji silové pole
pusobici mezi hrotem a vzorkem po dobu jednoho méfeni v riznych prostiedich. Zacatek
kiivky znac¢i prvni ¢ast (pfiblizeni), jedna se o rovnobé&zku s osou znazoriujici vzdalenost
mezi hrotem a vzorkem, hrot se nedotyka povrchu. Misto, kde dochdzi ke kontaktu je
oznaceno pismenem A. Hrot se nyni pfibliZil do takové blizkosti povrchu vzorku, Ze zde
pusobi van der Waalsova sila. Pii dalsi extenzi skeneru dochézi k jesté vétSimu prihybu
nosniku, kiivka téméf linearné roste ve sméru drahy hrotu — ¢ast oznacena pismenem B. Po

uplné extenzi se skener za¢ina vracet, ohyb nosniku kopiruje stejnou ¢ast kiivky B. Bod D
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je mistem ,,odtrhnuti* hrotu od vzorku. Velikost sily v bodé D, je rovna velikosti sily
vzniklé v dasledku existence povrchového napéti vzorku. Po ,,odtrhnuti* hrotu od vzorku
nedochazi k prihybu nosniku, kiivka je opét rovnobézna s osou x (vzdalenost). Useky C1,

C2, DI a D2 jsou charakteristické pro kontaminovany povrch. [3, s. 17]

2.4 Dalsi zobrazovaci mody

24.1 SMM

Mapovani fyzikalnich vlastnosti materidla, jako jsou: impedance, kapacita,
dielektrické konstanty, hustota dopant atd. v fadech nanometrli, je velmi zajimavé pro
prumysl materiald a polovodict. Toto mapovani neni vSak tak jednoduché jako
zobrazovani topografie, protoze v mnoha piipadech jsou tyto vlastnosti ukryty ve struktuie
materidlu a nejsou vidét na povrchu. Vyzaduje to novych postupu ,,vidét skrz* a ptitom

dosahnout dostatecné citlivosti a rozliSeni. [4, s. 1]

S vynalezem skenovaci tunelové mikroskopie (STM) a mikroskopie atomdrnich sil
(AFM), se na bazi STM a AFM vyvinula spousta novych technik s cilem zkoumat nové
vlastnosti materiali. Mezi né€ patii skenovani blizkého pole pomoci skenovani mikrovinné
mikroskopie (SMM), skenovani kapacitni mikroskopie (SCM), skenovéani odporové
mikroskopie (SSRM), mikroskopie elektrostatickych sil (EFM), proudové nebo vodivé
AFM (CSAFM) a mikroskopie Kelvinovych sil (KFM). Zatim co kazdy z metod ukézala
své vyhody a nevyhod, SMM a SCM ukazaly nejslibnéjsi potencial pro pramyslové
aplikace a védecky vyzkum. [4, s. 1]

Pouzitim mikrovin jako média, SMM méfi elektromagnetickou interakci pomoci
sondy nebo Stérbiny testovaného vzorku na stupnici, kterd je mnohem mensi nez vlnova
délka zafeni. SMM zalozené na STM nebo AFM pouzivd obvykle kovovou nebo
pokovenou sondu s koaxidlnim rezondtorem. Vlastnosti materidlu byly ziskany
z frekven¢niho posunu nebo zménou faktoru jakosti z rezonance. Citlivost a rozliSeni jsou

vSak velmi omezeny, kvili malému poméru signalu ku pozadi. [4, s. 1]

AFM na bazi skenovani kapacitni mikroskopie byla primarné pro zkoumani
polovodict, méfeni dvojdimenzionalni hustoty dopantii. Pracovni frekvence je 915 MHz,

bézn€ se vyuziva kapacitni senzor RCA, ktery detekuje kapacitou vyvolany posun
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frekvence. Ve skute¢nosti SCM méfi zmény kapacity nez kapacitu, zptisobené ubytkem
napéti, zname jako dC/dV, ktery za urcitych podminek koreluje s hustotou dopantt. Tato
metoda je vSak Siroce pouzivana u kvalitativniho zptisobu kvili nedostatku kvantifika¢niho

procesu. Kapacitni mapovani je velmi omezené v diivodu rozptylové kapacity. [4, s. 1]

Proto byla zavedena nova metoda skenovani mikrovinné mikroskopie SMM. Integruje
sitovou analyzu mikrovinné komunikace se zobrazovanim ve vysokém rozliSeni pomoci
AFM. Metoda je schopna zobrazit nejen impedanci, kapacitu, dielektrické konstanty
riznych materialli, ale taky hustotu dopantii u polovodicii jako SCM. Diky specidlnimu
uzavienému rezonan¢nimu obvodu, je jeho citlivost a odstup signalu od Sumu je vyrazné

zvysena. [4, s. 1]

Scanner

5400 AFM

f_@_ g
i

ol

Professional Network Analyzer

Obr. €. 19 - Propojeni AFM se sitovym analyzatorem

(4]
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2.4.1.1 Nastaveni

Skenovani mikrovinné mikroskopie se sklada z AFM mikroskopu propojeného
s vektorovym sitovym analyzatorem (viz. Obr. €. 19). Mikrovinny signal je odeslan pfimo
ze sitového analyzéatoru a prendseny pomoci rezonancniho obvodu vodivé sondy AFM,
kterd je v kontaktu se snimanym vzorkem. Sonda slouZi zarovenl jako pfijima¢ a zachyti
odrazené vlny z kontaktniho mista. U pfimého meétfeni komplexniho odrazu pomoci
sitového analyzatoru, zndmé jako parametr S11, je impedance kazdého bodu vzorku
mapovana zaroven s topografii povrchu. Polovina vlnové délky impedanéniho
transformatoru prochazi pres 50 Q zatéz a tvoii uzavieny rezonan¢ni obvod. V kombinaci
se zvySenou maximalni detekci, tento obvod vyrazné zvySuje dynamicky rozsah a zvySuje
citlivost méfeni impedance. S piekryvajici nizkofrekvencni modulaci, zmény kapacity
v disledku vycerpani nositeli v polovodicovém vzorku nebo dC/dV, je mozné zaroven

zaznamenat AC mddem obsahujicim digitalni uzamknuti zesilovace. [4, s. 2]

Nova verze programu PicoView fidi sbér dat ze vSech vstupl, véetné topografie
z AFM modulu, amplitudy a faze odrazu ze sitového analyzatoru a dC/dV slozky z AC
modulu. Software uklad4d vSechna data v hloubce barev 32bit, spiSe nez v 16bit, ktera je
Siroce pouZzivana v jinych metoddch mikroskopie skenujici sondou. To zcela prekonava
omezeni rozsahu dat a rozliSeni pro extrémné citlivé méfeni. S potiebnymi kalibracnimi
standardy je systém schopen provadét kvalitativni méteni kapacity a hustoty dopantti. [4, s.

2]

2.4.1.2 Princip

Detailni  teorie skenovani mikrovinné mikroskopie by méla zahrnovat
elektromagnetickou interakci sondy a vzorku v kontaktnim bod¢ a teorii pfenosovych linek
mikrovln sitového analyzatoru. To je ovSem nad rdmec mého zaméfeni. Zjednodusené to
muze byt chdpano pomoci optické analogie. Jak je zobrazeno na Obr. €. 20, kdyz dopada
svétlo na objekt, Cast svétla se odrazi a ¢ast projde skrz. Tim, ze se mefi mnozstvi svétla
odrazeného nebo prenesené¢ho, miizou byt spocitany optické vlastnosti objektu. Pii pouziti
stejného principu u mikroviln okolo né€kolika GHz, méfené dopadajici a odrazené viny nebo

pfijimané viny mohou poskytnout podrobné informace o vlastnostech materialu. [4, s. 2]
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pfijimané

odrazené

Obr. ¢. 20 - Opticka analogie mikrovinné analyzy
[4]
Dvouportovy profesionalni sitovy analyzator je schopen métit oboji (vysilani a odraz,
pfijimani). V odrazovém moddu (S11 méfeni), lze métit komplexni odraz mikrovin I’
z kontaktniho mista a mlize byt zapsan:

T = Fndraiené _ZL_ZU
v Z,+1Z,

ryslené

, kde Viysiané @ Vodrazene j€ Vyjadieni vyslanych a odrazenych vin a Zy, a Z, jsou impedance
testovaného vzorku a charakteristickd impedance ptfenosového vedeni. Maximalni citlivosti
I' je dosazeno rezonanci, kde impedance testovaného vzorku ma charakteristickou
impedanci 50 €. V blizkosti rezonance, méfeny komplexni odraz piimo koreluje
s impedanci vzorku v kontaktnim misté. Malé¢ zmény v mirné¢ neshodném impedan¢nim
signdlu mohou byt odstranény z pozadi, coz méa za nasledek velmi vysokou citlivost.
Kolisani odporu pii méfeni impedancniho signdlu se mize promitnout zménou kapacity
vzorku v kontaktnim bodé&. To 1ze upravit vhodnou zménou fazového posuvu. Nasledné po

kalibraci mize byt ziskdna kapacita spolu s topografii povrchu. [4, s. 2]

2.4.1.3 Experimenty

Pro testovani schopnosti SMM bylo vybrano nékolik vzorki. Vysledky jsou zobrazeny
na pfiloZenych snimcich. Byly pouZzity obé kovové Pt/Ir sondy a cantilevery Si cantilever
potazeny Pt. Poloméry zakiiveni vrcholl téchto sond bylo 10 az 20 nm. Jejich jmenovité

pruzinové konstanty byly odhadnuty na 0,1 az 0,2 nN/nm. [4, s. 2]
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SRAM se bézné pouziva k testovani funkcnosti skenovani kapacitni mikroskopie.
SRAM policko se sklada z 6-ti metal-oxide polovodicovych poli tranzistort (MOSFET
nebo prosté FET) se ctyimi n-typy FET (p well) a dva p-typy FET (n well). VSechny

struktury dopantli jsou pod horni vrstvou oxidu. [4, s. 2]

nwall
-

Obr. ¢&. 21 - Simultanni zobrazeni topografie (A), kapacity (B) a dC/dV SRAM ¢ipu. Stiidajicise p a n
well jsou jasné identifikovatelné v obou zobrazenich — kapacitni a dC/dV. Pét ze Sesti tranzistori jsou

vyznaceny v B a C.

(4]

Obr. €. 21 je typické zobrazeni SMM topografie, kapacity a dC/dV SRAM ¢ipu.
Stfidajici se p a n well jsou jasn€ rozpoznatelné v obou zobrazenich, kapacitni a dC/dV
s vysokym kontrastem. Pro strukturu MOS je dobfe znatelné, Ze nizka hustota dopantii ma
za nasledek velké zmény kapacity vysoky pomér dC/dV. P&t ze Sesti tranzistord jsou modie
oznaceny. VétSina FET (p well) demonstruje velky kontrast zobrazeni kapacity zplisobeny
dielektrickou vrstvou na hradle, jak lze vidét na obrazku 3b. Tato charakteristika
dielektrické kapacity hradla byla pozorovana i v prufezovém zobrazeni MOSFET pomoci
SMM. Zobrazeni kapacity FET (n well) indikuje, Ze dielektrickd vrstva na nékterém hradlu
byla poSkozena. DC/DV zobrazeni (Obrazek 3C) vSak nic na dielektrické vrstvé hradel

nezobrazuje. [4, s. 3]

Obr. &. 22 - Topografie (A a C) a dC/dV (B a D) zobrazeni SRAM. C a D jsou pribliZené skeny

tranzistori modi‘e oznacenych ¢tverecku v A/B.

(4]
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Na Obr. ¢&. 22 je dalsi soubor zobrazeni SRAM ziskanych pomoci SMM. ZvétSeny
skeny jednoho z n well tranzistori (modie oznac¢eny na obrazku 4A a 4B) jsou zobrazeny
na obrazku 4C (topografie) a 4D (DC/DV). Siika pozic odpovida piiblizné poloméru
zakfiveni pouzit¢ sondy. To znamena, ze metoda SMM je schopna dosédhnout rozliSeni

blizko maximalni velikosti sondy AFM. [4, s. 3]

DRAM uklada kazdy bit dat v samostatné pozici kondenzatoru, nez jako tomu je u
SRAM. Cip DRAM byl také zobrazen pomoci SMM. Zatim co dC/dV obrazek ukézal
kruhovou strukturu distribuce dopantli na bo¢ni sténé€ policka a je v souladu s pozorovanim
pii pouziti SCM, kapacitni zobrazeni odhalilo kruhovou distribuci na vnitini st€né€ policka.

[4, s. 3]

Obr. ¢&. 23 - Simultanni zobrazeni topografie (A), kapacity (B) a dC/dV (C) pomoci SiGe zarFizeni.

Kapacitni a dC/dV zobrazeni umoZiuje vidét struktury dopanti, které nelze vidét pomoci topografie.

[4]
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Obr. €. 24 - Zobrazeni topografie (A) a odpovidajici impedance (B) vysuSené buiiky bakterie

sulfurreducen na zlatém povrchu.
[4]
Zatizeni na bazi SiGe jsou relativn€ nova ve srovnani s t€émi zalozenymi pouze na Si.
Poskytuji vyssi rychlost a vykon. Obr. €. 23 je typickym zobrazenim SiGe zafizeni
obsahujici mnozstvi tranzistori. Kapacitni a dC/dV data jasné odhalila spodni struktury

dopantt, které nejsou zobrazeny u topologie. Pii porovnani s obrazkem 5C (dC/dV),

kapacitni zobrazeni vyftesilo nékteré jemné detaily uvnitt dopantt. [4, s. 3]

Mikrovinna mikroskopie 1ze pouzit nejen na polovodice, vodice, hustotu dopantii a
zjistovani dielektrickych vlastnosti, ale taky na izolanty a dokonce 1 na biologické vzorky
pro méteni impedance. Koeficient odrazu na izolatoru vyhodnocuje sitovy analyzator a
odrazi zmény impedance v kontaktnim misté. Obr. €. 24 ukazuje tenhle ptiklad. Vzorek je
vyroben z vysuSenych bakterii sulfurreducen na zlatém podkladu. Udaje o impedanci

porovnavaji vlastnosti bunék v topografii. [4, s. 3]

2.4.1.4 Shrnuti

Mikrovinna mikroskopie kombinuje citlivé méfeni impedance, vektorovy sitovy

analyzator a rezonancni obvod pro zobrazovani ve vysokém rozliSeni pomoci AFM. Slouzi
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nejen k zobrazovani impedance, kapacity a dielektrickych vlastnosti, ale mize méfit také
rizné dopanty u polovodici. Metoda je Siroce vyuzivdna na vodiCe, polovodice,
dielektrické materidly, feroelektrické materidly, dokonce i na biologické materidly pro
meéfeni riznych vlastnosti spojenych s nepatrnymi zménami elektromagnetickych interakci
jednotlivych slozek vzorku s mikrovlnami, staticky nebo dynamicky. Tyto vlastnosti
mohou byt pod povrchem a nemusi byt viditelné pomoci topografie. Z dosavadnich pokust
vypliva, ze skenovani vlastnosti materidlu pomoci mikrovinné mikroskopie je omezeno

pouze ostrosti sondy (hrotu). [4, s. 4]

2.4.2 Rezim MAC

Obr. ¢. 25 - MAC rezim
[13]

Magneticky AC rezim (Obr. €. 25) je oscilujici AFM technika pro zobrazovani, ve
které je nosnik potazeny magnetickou vrstvou a je fizeny oscilujicim magnetickym polem.
Magnetické pole je generovano elektromagnetem, ktery je umistén pod vzorkem. Nosnik je
fizeny vysokou frekvenci a povrch je sledovany zménami amplitudy nebo faze oscilace.
JelikoZ je nosnik buzeny pfimo magnetickym polem, jsou eliminovany chvéni drzaku
nosiku. Neexistuje rezonance v pozadi. Signal Sumu je vylepSen, coZ znamena, ze mohou

byt uzity mensi amplitudy. Tim se snizi poSkozeni vzorku a chrani povrch sondy. [13, s. 1]
Vlastnosti AC rezimu:

e VyssirozliSeni AC rezimu v tekutinach

e Navrzeno pro jednoduché operace v tekutinach

e Malé kontaktni sily pro extrémné choulostivé vzorky

e Pracuje ve vzduchu i v kapalinach se stejnym nosnikem
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e Simultanné pracuje s: kontrolou prostfedi, kontrolou teploty, elektrochemickou
kontrolou

2.4.3 Rezim MAC III

Rezim MAC III je jemna, nedestruktivni AFM metoda, kterd byla vynalezena pro
velmi choulostivé vzorky. Tento rezim je uzite¢ny v oblastech, kde je nutné dosahnout
velkého rozliseni a citlivych sil. To je zapotiebi nejcastéji v biologii, u vyzkumu polymert
a povrchi. MAC III vyznamné rozSifuje schopnosti AFM. Tento reZzim umoZiuje
zobrazovat submolekuldrni struktury, které nemohou byt zobrazeny jinou AFM technikou.
Uzivateli nabizi tfi nastavitelné zesilovace, které dovoluji vyssi pfesnost a prizpisobivost.
Dalsi vyhodou je rychlejsi dosazeni vysledkll. Prvni zesilova¢ miize byt pout pro AC
rezim, druhy pro KFM a EFM a tfeti pro rezimy vys§i harmonické sily nosniku — v§echny
tf1 simultanng. Tato technologie zesilovani pomaha eliminovat rusivé odezvy, které mohou
byt generovany drzakem nosniku, obklopujici tekutinou nebo vzorkem samostatnym. Proto
je tu mensi Sum a nosnik miiZze pracovat za mnohem mensich amplitud. Zkoumani vyssich
harmonickych umoziuje moZnost pracovat za frekvenci az 6 MHz. Zobrazovani vySSich
harmonickych mize slouZzit k ziskani dalSich informaci o mechanickych vlastnostech

zobrazovaného povrchu. [13,s. 1]

2.4.4 Akusticky AC

V AC rezimu se nosnik blizi své rezonan¢ni frekvenci. Pracuje v poklepovém nebo
nekontaktnim rezimu, coz zalezi na rezimu sily a na vzdalenosti hrotu a vzorku. Interakce
mezi hrotem a vzorkem je pievazné vertikalni, bo¢ni sily jsou zanedbatelné. To znamena,
ze AC rezim netrpi znehodnocenim hrotu ¢i vzorku, které je nékdy pozorovano po ¢etném
skenovani kontaktnim reZimem. Je to vhodné technika pro zobrazovani mékkych vzorku.
Interakce mezi hrotem a vzorkem zptsobi zmény amplitudy, faze a rezonanc¢ni frekvence
oscilace nosniku. Prostorovd zmény mohou byt zobrazeny topologii nebo obrazkem
ptisobeni (amplituda nebo faze), které mohou byt simultanné¢ shromazd’ovany. Systém
monitoruje rezonancni frekvenci nebo amplitudu nosniku a udrzuje ji konstantni pomoci
obvodu zpétné vazby. Ta pak tidi pohyb skeneru nahoru a dolti. Pohyby skeneru pii kazdé
poloze sondy se uziva ke generovani topografickych dat. Amplitudové zobrazeni vznika

generovanim zmén amplitudy pii kazdé zméné polohy sondy. Fazové tidaje jsou vysledkem
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fazového zpozdéni mezi vstupem AC jednotky a vystupem oscilace nosniku v kazdé
poloze sondy. Kontrast ve fazovém zobrazeni, zplsobeny rozdily v materidlovych
vlastnostech, miize poskytovat velmi uZitecné informace. Amplitudovym a fazovym

zobrazenim je mozné identifikovat jemné morfologické znaky. [13, s. 2]

6 b

b

N w5

Obr. €. 26 - Akusticky AC rezim: a) snima¢ uchyceny k uloZeni nosniku se uZiva k vybuzeni nosniku
k oscilaci; b) amplituda oscilace, kdyZ je hrot daleko od povrchu; c¢) redukovana amplituda, kdyz se
hrot pribliZi k povrchu

[13]

Jsou dva zpisoby jak ptivést nosnik k oscilaci. Jednou cestou jsou nepiimé vibrace, ve
kterych je nosnik vybuzen vysokou frekvenci akustickych vibraci od piezoelektrického
snimace ptipevnéného k drzédku nosniku. To se nazyva Akusticky AC rezim (AAC). Druha,
vice upfednostiiovand metoda, kterd je mnohem C¢istsi a jemnéjsi nez akustickd metoda je
metoda piimych vibraci, ve které je nosnik buzen pfimo, aniZ by muselo vibrovat uloZeni

nosniku nebo jiné ¢asti. To se nazyva magneticky AC rezim. [13, s. 2]

2.4.5 Snimani proudu

Obr. ¢. 27 - Princip snimani proudu

[13]
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ReZim snimani proudu vyuzivé standardniho AFM kontaktniho reZimu po ultra ostrém
hrotu na AFM nosniku, ktery je potaZzen vodivym materidlem, aby simultanné snimal
vodivost a topografii vzorku. Aktivaci zdroje napéti mezi vzorkem a vodivym nosnikem je
generovan proud. Udaje o snimaném proudu miiZe byt vyuZito k sestaveni prostorového
zobrazeni vodivosti. SCAFM se osvédcilo jako uzite¢né pfi spojeni I/V spektroskopie a
experimentll s kontaktnimi silami, stejné tak jako studiemi kontaktniho potencionalu.
SCAFM je kompatibilni s méfenim na vzduchu, za kontrolovaného prostfedi a méfeni
s kontrolou teploty. Kombinaci SCAFM s volitelnou kontrolou prostfedi molekularniho
zobrazovani je vliv vlhkosti na vzorek redukovan, coz davd mnohem lepsi vysledky.
SCAFM je aplikovatelné na rizné druhy oblasti. Je uzitecné ve studiich molekularniho
rozpoznavani a muze byt pouzito k prostorovému rozliSeni elektronickych a iontovych

procesti membran bunek. [13, s. 3-4]
2.4.6 Modulace sily
—

Obr. €. 28 - Princip modulace sily
[13]

Modulace sily je rychla, velmi citlivd metoda, ktera slouzi k zobrazovani a méfeni
mechanickych vlastnosti povrchu, véetné tvrdosti a elasticity. BEhem kontaktu s povrchem
vzorku je do AFM nosniku pfivadén modulovany fidici signidl. Béhem méfeni se
zaznamenava zména amplitudy a fazového zpozdéni. Diky modulaci sily 1ze simultanné
m¢éfit topografii povrchu, materidlovou elasticitu nebo tvrdost. Pfi aplikaci modulovaného
signalu do AFM nosniku, budou mit elastické materialy relativné vy$si amplitudu nez tvrdé

materidly, protoze hrot mize promacknout elasticky material. [13, s. 4]

Tento rezim se prosadil piredevs§im ve studiich mediciny, polymert, v experimentech
s polovodi¢ovymi materidly a vyzkumech materidlii véetné kompozitu. Modulace sily je
kompatibilni s méfenim na vzduchu nebo v tekutinich, za kontroly prostfedi, kontroly

teploty, MAC rezimu a elektrochemie. [13, s. 4]
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2.4.7 Fazové zobrazovani

Obr. ¢. 29 - Zmény faze
[13]

Fazové zobrazovani je vykonna technika dynamické sily, kterd miize odhalit mnoho
unikatnich mechanickych a chemickych vlastnosti vzorku v méfitku nanometri. Nosnik
osciluje vertikdln¢ v blizkosti jeho mechanické frekvence rezonance zatim, co je v tésné
blizkosti vzorku. Jak se hrot dostava do tésné blizkosti vzorku, amplituda oscilace nosniku
se snizuje. Zména amplitudy je méfena a je pouzita k sledovani zmén topografie povrchu a
nerovnosti vzorku. Simultanné, jak hrot vnikne do oblasti rozdilnych slozeni, zména faze,
umérna k fazi fidiciho signalu, je méfena a zaznamenana. Tato zména faze je velmi citliva
na zmeény ve vlastnostech materidlu, véetné tvrdosti materidlu, elasticity a adheze. Fazové
posuny jsou méfeny a zobrazovany velmi ptimym zplisobem, ktery napomaha kvantitativni

analyze a interpretaci. [13, s. 4]

Jak anorganické tak organické vzorky mohou byt zkouméany pomoci fazového
zobrazovani. Fazové zobrazovani bylo vymysleno, aby bylo uZite¢né zvlasté pro mapovani
riznych komponent kompozitnich materidlii, a ke studovani zmén ve slozeni a zneciSténi
materiald, a k méfeni adheze, povrchové tvrdosti a elasticity. Je aplikovano ve studiich

tenkych vrstev, v materidlech a kompozitnich charakteristikach. [13, s. 5]

Fézové zobrazovani je zahrnuto s akustickym AC reZimem a MAC reZzimem. Studie
pomoci fazového zobrazovani mohou byt vedeny s nebo bez kontroly teploty, na vzduchu,

v tekutinach a dokonce za kontroly prostiedi. [13, s. 5]

Féazové zobrazovani miiZze slouzit k odhaleni materidlovych vlastnosti, které¢ nemohou
byt pozorovany v povrchové topografii, a mize identifikovat vlastnosti, které mohou byt
jinak zatemnény topografii. Je to citliva, kvalitativni metoda AFM, ktera je Casto vice
vhodnd a jemni neZ jiné metody vlastnosti povrchi, které jsou zaloZeny na operaci

kontaktniho rezimu. [13, s. 5]
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2.4.8 Pulsujici sila

Obr. €. 30 — Znazornéni pulsujici sily

[13]

ReZim pulzujici sily je technika, kterd mapuje tvrdost povrchu a adhezi jako dodatek
k topografii v kontaktnim rezimu. V rezimu pulzujici sily je aplikovan sinusovka o nizké
frekvenci (500 Hz aZ 1 kHz) na z-piezo, aby piivedl hrot z a do kontaktu s povrchem. Jak
je vidét na Obr. €. 30, hrot se dostava do kontaktu v bod¢€ A. Sila se zvySuje, jak piezo tlaci
hrot dal az do bodu C, kde je dosazena maximalni sila. Pak piezo tahne hrot pryc. V bod¢
D se hrot odtrhne od povrchu. Nésledna volna oscilace cantileveru je tlumena a pokracuje
fizeni sinusovkou. V bod¢ E zacina dalsi cyklus. Tvrdost a adheze mize byt ziskana
z kazdého modulaéniho cyklu. Sklon mezi body B a C se pouziva k mapovani zmén
tvrdosti povrchu, zatim co sila, ktera zptsobi odtrhnuti hrotu v bod¢ D je méfena, aby byla
vidét adheze mezi hrotem a povrchem. ReZzim pulzujici sily je efektivni zobrazovaci

metoda pro smeési polymerti, kompozitni materidly a lepkavé povrchy. [13, s. 5]
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2.4.9 Mikroskopie elektrostatickych sil
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Obr. ¢. 31 - Princip EFM

[14]

Mikroskopie elektrostatickych sil méfi lokalni elektrostatické plisobeni mezi vodivym
hrotem a vzorkem pomoci Coulombovych sil. Jak hrot skenuje povrch, je k nému pfipojen
zdroj napéti. Rizné plochy povrchu mohou mit rGznou odezvu k nabitému hrotu
v zavislosti na jejich lokélnich elektrickych  vlastnostech. Takové zmény
v elektrostatickych sildch mohou byt detekovany pomoci zmény amplitudy oscilace a faze
AFM sondy. Protoze elektrostatické sily ovliviiuji na vétSich vzdalenostech nez van der
Waalsovy sily, informace o elektrostatickych silach miize byt oddélena od topografie
povrchu jednoduse nastavenim vzdalenosti hrot-vzorek. Tudiz elektrické rysy mohou byt
rozpoznany z topografickych rysi. VEFM méfeni se uzivad akustického AC rezimu.
Program PicoScan piinasi jednoduchou cestu k mapovani povrchového elektrostatického

pusobeni simultadnné se zobrazovanim topografie. [13, s. 6]

Existuje mnoho oblasti aplikace EFM, napft. charakterizovani elektrickych vlastnosti
povrchu, odhalovani vad integrovaného obvodu, méfeni rozlozeni konkrétniho materialu

na povrchu kompozitu.
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2.4.10 Mikroskopie magnetickych sil - MFM
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Obr. ¢. 32 - Princip MFM

Mikroskopie magnetickych sil mé&fi magnetické struktury/oblasti povrchu pii pouziti
magnetického nosniku. Vzijemné pisobeni mezi magnetickym hrotem a povrchem je
znané ovlivnéno lokdlnimi magnetickymi vlastnostmi, kdyz hrot skenuje. Zmény
magnetickych sil mohou byt méteny bud’ kontaktnim rezimem nebo reZimem AC. Stejné
jako EFM, fazové zobrazovani z akustického AC rezimu poskytuje velmi citlivy zptisob
mapovani magnetického plisobeni. Vytvareni ovladac PicoScan vyuziva stejny princip a
poskytuje uzivateli Sikovny nastroj k provadéni takovych méfeni spolu se zobrazovanim

topografie povrchu. [13, s. 6]

Je nedestruktivni a vyZaduje minimalni pfipravu vzorku. MFM muze byt vyuZita
k vyhodnocovani magnetickych materidli nebo zatizeni nebo k lokalizaci a mapovani

magnetickych vad na riznych materialech a povrsich.

MFM je kompatibilni se zobrazovanim v tekutindch nebo na vzduchu a zobrazovani za

kontroly prostfedi a nebo za kontroly teploty. [13, s. 7]
Aplikace MFM zobrazovani zahrnuje:

e Media pro uchovani dat

e Nanocastice
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e Magnetické tenké vrstvy

e Detekce magnetickych leml

2.4.11 Mikroskopie boc¢nich sil

Obr. ¢. 33 — Znazornéni mikroskopie bo¢nich sil

[13]

Béhem AFM skenovani v kontaktnim rezimu, kdyZ je sonda tazena pies povrch,
mohou zmény v povrchovém tfeni a spojité naklonéni zpisobit jak krouceni nosniku, tak
zvySeni sil ptsobicich na nosnik, které jsou podobné plose povrchu vzorku Bocni sily
zpusobuji bo¢ni vychyleni nosniku, které je snimano fotodetektorem a vyuzito k vytvoreni
zobrazeni bocnich sil zpiisobem, ktery je podobny ostatnim metoddim AFM zobrazovani
odchylek. LFM je uzitecna pfi studiu povrchti, které maji zmény ve tfeni. Protoze jak tieni
povrchu, tak topologie mohou pfispivat ke zméndm bocniho vychyleni. Aby vynikly

rozdily mezi LFM a AFM, m¢ély by byt tyto metody méfeny simultanné. [13, s. 7]
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24.12 STM
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Obr. ¢. 34 - Princip STM

[14]

STM vyuziva ostrého vodivého hrotu a zdroje napéti mezi hrotem a vzorkem. Kdyz je
hrot ptfivede do blizkosti vzorku, elektrony mohou ,,tunelovat® ptes uzkou mezeru bud’ od
vzorku k hrotu, nebo od hrotu ke vzorku v zavislosti na polarit¢ zdroje napé€ti. Tento
prochazejici proud se méni se vzdalenosti hrotu od vzorku, sldbne exponencialné se
vzdalenosti, coz davd STM pozoruhodnou piesnost v nastavovani polohy hrotu (méné nez
Angstrom vertikalng, atomové rozliSeni bo¢n¢). Pro uskutecnéni tunelovani elektroni musi
byt, jak hrot, tak vzorek musi byt vodivé. Proto je velkou nevyhodou, Ze nemulze byt

pouzito na skenovani nevodivych materiala. [13, s. 7]

Zobrazovani povrchu miize byt provadéno ve dvou rezimech: s konstantnim proudem
nebo konstantnich vySkou. V rezimu konstantniho proudu se vyuzivd zpétné vazby
k nastaveni vysky skeneru a tim se udrzuje konstantni proud. KdyZ systém zaznamena
narast prochazejiciho proudu, nastavuje napéti aplikované na piezoelektricky skener, aby
skener zvedl hrot a zvétSil vzdéalenost hrot-vzorek. VySka skeneru je métena v kazdé
poloze povrchu vzorku a predstavuje topografické zobrazeni. Rychlost skenovani je
omezena rychlosti odezvy zpétné vazby a proto to trva déle zobrazit nepravidelny povrch
vetsich rozméri. V rezimu konstantni vySky hrot skenuje v konstantni vySce nad vzorkem

a prochazejici proud se méni podle topologie a podle elektrickych vlastnosti povrchu
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vzorku. Vyhodou rezimu konstantni vysky je, Ze ziskavani dat je rychlejsi, protoze nemusi

posouvat skener ve vertikalnim sméru. [13, s. §]

Ptesn¢ tfeceno STM prochazejici proud je vztaZzen povrchové elektronické hustoté
stavll, tj. k ¢islu obsazenych nebo neobsazenych stavli v blizkosti Fermiho hladiny uvnitt
oblasti energie uréené zdrojem napéti. Takze STM méti pravdépodobnost konstantniho
prochézeni misto fyzické topografie povrchu. STM spektroskopie, v pohledu vztahu proud-
napéti v konstantni vzdalenosti hrot-vzorek nebo vztahu proud-vzdalenost za konstantniho
zdroje napéti, je uziteCny nastroj ke studiu elektronovych struktur a vlastnosti povrchu

vzorku v atomovém rozliSeni. [13, s. 8]

2.5 Artefakty

2.5.1 Zrcadleni hrotu, konvoluce

Kazdy bod obrazu je urcen prostorovou konvoluci povrchu vzorku a hrotu a ne pouze
topografii zkoumaného materialu. Artefakt zrcadleni hrotu se projevuje nejcastéji pfi
skenovani povrchu, ktery obsahuje uzsi a ostfejsi struktury, nez je Sitka hrotu. V tomto
ptipadé¢ bude vzorek snimat hrot, tudiz se v obraze projevi povrch hrotu. Vliv zrcadleni Ize
urcit podle toho, zda se v obraze nenachdzeji struktury stejné¢ho tvaru i orientace. Kone¢na
velikost (Sitka hrotu) zapficinuje snimani povrchu s vadami, protoze na signalu se podileji
vSechny blizké atomy, nejvice vSak atomy vzorku nachéazejici se v nejblizsi vzdalenosti od
hrotu. To vSak mohou byt i atomy, které se nenachéazeji ptimo v bodé¢, ktery méfime. To
byva zptsobeno nedokonalosti hrotu nebo jeho opotifebovanim. Kone¢na Sitka hrotu je
vyznamna pii skenovani dér nebo prohlubni ve vzorku, kde se nachazi hodné blizkych

atom, to mize zpusobit zkresleni hloubky. [3, s. 18]
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Obr. ¢. 35 - Zrcadleni pyramidového hrotu
[12,s. 102]

2.5.2 Ovlivnéni signalu zpétnou vazbou

Chybné nastaveni zpétné vazby se také podili na ziskani nepfesnych dat. Pfili§ silnou
zpétnou vazbou mohou nastat oscilace, které se projevi periodickou strukturou v obraze,
kterou vSak byvéa snadné odhalit. Naopak slaba zpétna vazba je rozpoznatelnd huie, pokud
skenujeme povrch, ktery nam neni dobfe znamy. ProtoZe hrot nesleduje detaily, povrch se
nam jevi jako hladky. Proto se ji snazime vyhybat softwarovym nastavenim. Naptiklad
vhodnym nastavenim amplitudy kmitani se vyhneme artefaktim, zpisobenym ptichycenim

hrotu k povrchu vzorku atd. [3, s. 18]

2.5.3 Sum

Hlavni pfi¢iny Sumu v signale byvaji vibrace ventilatori, pohybujici se lidé na
pracovisti, pole v okoli vodicl, tepelny drift atd. Tyhle vlivy je potieba co nejvice
eliminovat, napfiklad stinénim elektronickych soucastek, vyuZzitim ochrannych kryt, skiini

¢1 specialnich stolt. [3, s. 18]
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2.5.4 Rigidita vzorku

U nedostate¢n¢ pevného vzorku vznikaji pii jeho zobrazovani problémy. Zejména u
kontaktniho rezimu muze dojit k utrzeni materialu a jeho smykani, to se projevi na obraze
rozmazanou carou. Také muze dojit ke stlatovani atomti povrchd hrotem (naptiklad u
grafitu v disledku jeho Sestitthelnikové struktury), v obraze jsou pak zachyceny pouze
nekteré atomy. Artefaktim zplsobenym rigiditou vzorku se mizeme vyhnout tak, Ze
zvolime vhodny modd pro skenovani. Napiiklad mekké vzorky je 1épe zobrazovat v

nekontaktnim rezimu. Taky je potfeba vybrat vhodny hrot. [3, s. 19]

2.5.5 Vady nosniku a hrotu

Pro spravné nezkreslené zobrazeni je dulezité, aby nosnik a hrot byl symetricky.

Nesymetrie se mize projevit prodlouZzenim objektd v jednom sméru. [3, s. 19]

Obr. ¢&. 36 - Ukazka zobrazeni pri nesymetrii hrotu

[12,s. 103]

2.5.6 Nabijeni vzorku

Pti skenovani pomoci AFM v kontaktnim i nekontaktnim rezimu dochazi k nabijeni

vzorkl a tim vznika elektrostaticka sila, ktera ma za nasledek snizeni rozliSeni. [3, s. 19]
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2.5.7 Interference

U AFM se vyuziva k detekci ohybu nosniku optické zafeni. Pti zkoumani lesklého
povrchu mtze dojit k odrazu paprsku od vzorku na detektor, ktery tim ztrati schopnost
udrzovat zpétnou vazbu (nasledkem muze byt poskozeni nosniku ¢i vzorku). Interference,
kterd vznikne mezi povrchem vzorku a mikroskopem, se mize projevit v obraze svétlymi a

tmavymi misty. [3, s. 19]

Obr. €. 37 - Prouzky zpiisobené svételnou interferenci

[12,s. 104]
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3 ZKOUMANI LIDSKE KREVNI BUNKY

Zkoumani biologickych objektl, zejména bunék, mikroskopii skenujici sondou (SPM),
vyzaduje specidlni ptipravu. Tato pfiprava znamend fixaci biologického objektu. Pfi
upevnéni se buika zabije v ur€itém stadiu vyvoje. Pro upinani se pouzivaji lihy a
aldehydfenoly: methanol, ethanol, glutaraldehy atd. V souc¢asné dob¢ se pouzivaji specidlni
konstrukce pro vyzkum biologickych vzorku a to bez fixace vzorku. Tyto a dalsi SPM

techniky pro vyzkum bunék maji své vyhody a nevyhody.

Cilem zkoumani bylo zjistit morfologické parametry uchyceni krevnich bunck u
nezndméjSich metod provadénych pii SPM, pfirozenou adhezi k podkladu, porovnani

vysledku a nalezeni optimalni metody pro zkoumani biologického vzorku.

Cilem zkoumani byla krevni buitka — polymorfonuklearni neutrofil (PMN). Pro fixovéani
bunék byl pouzit methanol a glutaraldehyd. [16]

3.1 Priprava vzorku

Lidska PMN byla izolovéana z Zilni krve zdravého dobrovolnika. Erytrocyty prosly 1yzou s
fyziologickym roztokem NH4CI na 12 minut, 00C. Zbyvajici granulocty byly omyty PBS a
resuspendovany v HBSS s koncentraci 2,106 bunék / ml. Poté bylo 0,05 ml bunék pro

kazdy test umisténo na sklenénou podlozku. Neutrofily se staly ptilnavymi. [16]
Upevnéni buiiky:
Po nanasSeni bune¢k a ptilnuti na sklicko (30 minut, 24° C), byly bunky fixovany:
1. Methanolem (0,05 ml, 10 minut)
2. Glutaraldehydem (0,05 ml, 20 minut)

Skvrny byly omyty destilovanou vodou a usuSeny na vzduchu.

3.2 Metody zkoumani

Morfologie bun€k byla zkouméana pomoci SPM. Zkoumdani fixované buiiky na
vzduchu: byl vybran kontaktni rezim pro zkoumani PMN. V né¢kterych piipadech byly
pozorovany zachyceni biologického vzorku sondou kvili pficnym silam. Pro minimalizaci

tohoto nezddouciho efektu byla zvolena skenovaci rychlost 0,5-1 fadek za sekundu. Byla
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pouzita kontaktni sonda z kiemiku s konstantnim pruzenim 0,03 N/m. Polomér zakiiveni
hrotu 10 nm a vyska hrotu 10-20 mkm. [16]

Zkoumani zivych bun¢k v kapaling: pfi zkouméni bunék v kapaliné je dileZzité, aby
buiiky byly dobfe pfilnavé k povrchu sklicka. Pfi praci s neurofily bez fixace je dobré

pouzit tlumivy roztok Henks, protoZe obsahuje ionty vapniku a to zplsobuje dobrou
prilnavost. [16]

Pro zkoumani byl pouzit kfemikovy nosnik s konstantni pruznosti 0,03 N/m, polomér
zakiiveni hrotu 50-60 nm a vySka hrotu 10-20 mkm. Rezonan¢ni kmitocet byl zvolen 15-

40 kHz. Rychlost sniméani byla zvolna na 2 fadky za sekundu. SniZeni rychlosti vedlo
k poskozeni vzorku. [16]

3.3 Vysledky zkoumani

Béhem zkoumani Zivych bun€k se pozorovalo ohranieni bunky, jadro a zaclenéni

38). [16]

granuli v cytoplasmé. Jasné znazorné€né jadro bylo zvlasté viditelné u lateralniho profilu
buriky, malé hrana je granule cytoplasmy a dvé velké ohraniceni tvoii jadro buiiky (Obr. €.

e

Obr. & 38 - Zijici polymorfonuklearni neutrofily a profil Zivych bunék v tekuting ziskané poklepovym
rezimem kontaktni Si sondou - CSG11. Rychlost snimani 2 Fadky/sec.

[16]

Taky byly pozorovany neutrofily, kde byly jadra Spatn¢ definované, nicmén¢ vSak byly
odhaleny pomoci profilovani buniky. Buiikky méli kulaty tvar. Prakticky vSechny cytoplasmy

se objevuji soustiedéné v blizkosti jadra. To sniZuje rozliSeni bunky. Granule v cytoplasmé
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nejsou prakticky identifikovatelné. Bunika ma drsny povrch, ktery miize byt vidét v profilu
buniky (Obr. €. 39). [16]

Obr. & 39 - Zijici polymorfonuklearni neutrofily a profil Zivych bunék v tekuting ziskané poklepovym

reZimem kontaktni Si sondou - CSG11. Rychlost snimani 2 Fadky/sec.
[16]
Béhem zkoumani bunék uchycenych v methanolu, byly hranice bunék, granule
cytoplazmy a jadra jasné definovany. Buiiky uchycené v methanolu ztraci vodu a zcela se
rozsifi po podlozce. Prudce se méni morfologické parametry buiiky. RozliSeni mikroskopie

skenujici sondou je vyssi u tvrdych biologickych objektli ve vzduchu nez u mekkych
zivych bungk. [16]
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Obr. ¢. 40 — Zobrazeni polymorfonuklearni neutrofily uchycené v methanolu zkoumané ve vzduchu

kontaktnim reZimem Si sondou CSG11. Rychlost snimani 1 Fadky/sec.

[16]

Béhem zkouméni bunék uchycenych v glutaraldehydu se nenasly zadné vyhody toho
zpusobu uchyceni, i pfestoze se jednd o standardni metodu SPM vyzkumu biologickych
prvki. Buiika uchycend v glutaraldehydu udrzuje v sobé vodu a nesiii se po podlozce. Jeji
obraz je totozny s obrazem Zivé neutrofily. Hranice bun¢k jsou dobie viditelné. Nicméné

jadro a granule nejsou identifikovatelné (Obr. C. 41). Pouze drsnost buiky, ktera u

methanolu nebyla znatelna, je tady dobfe viditelnd. Rozméry bunck uchycené

v glutaraldehydu se lisi od téch, co byly uchyceny v methanolu. [16]

Obr. ¢. 41 - Zobrazeni polymorfonuklearni neutrofily uchycené v glutaraldehydu zkoumané ve

vzduchu kontaktnim rezimem Si sondou CSG11. Rychlost snimani 0,5 Fadky/sec.

[16]
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Statistickd analyza ukazuje, ze vyska a bo¢ni velikost Zivych bunék se podstatné 1isi od

fixnich rozméru.

Zivé buiiky Bunky uchyceny Bunky uchyceny v
v methanolu glutaraldehydu
Lateralni velikost 14,55+ 0,55 * 16,72 +£ 0,41 * 18,25 +0,48%*

bunék (mkm)

Vyska bun¢k (mkm) 2,133+ 0,112 ** 0,664 + 0,026 ** 1,031 £+ 0,049 **

Tab. ¢. 1 — Morfologické parametry polymorfonuklarnich neutrofila

*F=15,11(0ysuup= 138,1; Vygstup = 9,136;) p<0,001
**¥F=99,26(Vysup = 214, 1; Vygsup = 2,15;) p<0,001

3.4 Shrnuti

Velikosti bunék byly zménény metodou fixace: uchyceni pomoci methanolu méni
vysku a uchyceni pomoci glutaraldehydu laterdlni velikost. Ale uziti fixace ma nékolik
vyhod oproti Zivym builkdm:

a) Dlouh¢ skladovani a opakované zkoumani vzorku po urcitych intervalech.
b) Moznost piepravy.
¢) Vysoké lateralni rozliSeni pii zkoumani detaili bunck.

Z toho vypliva, Ze pro vyzkum bunécnych procesii a morfologickych zmén je

vyhodnéj$i zkoumdni v kapalném prostiedi zivych vzorki. A pro vizualizaci malych

detailnich zmén (pfedevsim jadra a granulatu v cytoplazmé) je lepsi pouzit metody fixace

v methanolu. [16]
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4 VYUZITi AFM V BEZPECNOSTNI OBLASTI

4.1 Analyza dokumentu
Forenzni zkoumani dokument pomoci AFM umoziuje:
¢ Vizualizaci naneseni inkoustu a rozliSovani jeho pivodu

e Stanoveni poradi barev pri prekriZeni dvou ¢ar

Obr. ¢. 42 — AFM zobrazeni prazdného papiru na vzduchu

[19]

““Inkoust naneseny

kulickovym perem

Obr. ¢. 43 — AFM zobrazeni papiru popsaného kulickovym perem

[19]
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inkoust z kulickoveho pe_rafi

Obr. ¢&. 44 — Zobrazeni inkoustu, ktery leZi v horni ¢asti nad obarvenym pruhem

[19]

Obr. ¢. 45 — Obarvené pigmenty inkoustem — dopis byl vytisknut aZ po napsani

[19]
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Obr. €. 46 — Obarveny pruh prekryva inkoust z kuli¢ckového pera

[19]

4.2 Ziskani otisku prstu z nabojnice

Metoda ziskavani otisku prstl pomoci z ndbojnice pomoci AFM je nejmoderngjsi
technika pouzivana forenznimi specialisty, ktefi jsou schopni obnovit otisk prsti z kovové
nabojnice 1 poté, co byl otisk umyt. Vyuziva se mikroskopie atomarnich sil pro vytvofeni
zobrazeni otisku prstii. Pomaha zjistit identitu osoby podilejici se na trestném ¢inu. Aby
metoda byla efektivni, musi byt specifické podminky pro dotyk s nabojnici (teplo a vlhko).
[18]

Obr. ¢. 47 - Otisk prstu na nabojnici
[16]
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4.3 Porovnavani dukaznich materiala

V jedné studii byly zkoumdny ptirodni (vlna a bavlna) a celul6zova textilni vlakna.
Tyhle vldkna byly vystaveny riznym zatiZenim po urcitou dobu. Tyhle zmény pak byly
zkoumany pomoci AFM a uloZzeny do databidze. Pomoci téchto zaznamili je mozné

porovnavat dikazni materidly a ziskat vice informaci. [20]

jLm

Obr. ¢. 48 — Zkoumani zmén vlaken (vlevo — pied zménou, vpravo — po vystaveni zatéze)

[20]

4.4 Urceni stari krve

Pomoci AFM lze urcit staii zaschlé krvavé skvrny. Kalibra¢ni kiivka pruznosti se
v pribéhu casu vyviji. Pomoci této charakteristiky 1ze odhadnou stafi krevni skvrny.

Vysledky zkoumani mohou pomoci v kriminalistice. [20]

Obr. ¢. 49 — Krevni skvrna

[21]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 ZOBRAZENI BIOLOGICKYCH MATERIALU

5.1 Vybér biologického materialu

Pro zobrazeni biologickych materidlli jsem zvolil nasledujici vzorky: kiidlo slunécka
sedmitecného, list pokojové rostliny a lidskou krev. Pro kontrolu jsem vzorky pozoroval
pomoci optického mikroskopu (Obr. C. 50 a 52), abych vybral misto pro skenovéani a

vyvaroval se poskozenym mistim.

Obr. ¢. 50 - Slunééko sedmite¢né

Obr. &. 51 - Slunécko sedmitecné - detail zvoleného mista pro skenovani
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Obr. ¢. 52 - List

Obr. &. 53 - List - detail zvoleného mista pro skenovani

5.2 Priprava vzorku

e Spravné zvolit velikost vzorku, ptipadné zmensSit odiezanim.

(24

e Vzorek se pak upevni pomoci oboustranné lepici pasky na méfici sklicko.

e Po ptedchozim pozorovani optickym mikroskopem jsem zvolil misto skenovani

(Obr. €. 51 a 53).

e Vzorek je pak vhodné umistit do mikroskopu tak, aby hrot byl blizko zkoumaného

mista. Urychli se tak navedeni hrotu k danému mistu.
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r

5.3 Mérici aparatura

Meéfici pracovisté se sklada z n€kolika zakladnich soucasti. Hlavnim pfistrojem je
AFM mikroskop Agilent Technologies 5420 (Obr. C. 54). Mikroskop je uchycen ve
specialni skiini pro odstranéni nezddoucich vnéjSich vlivi, jako jsou otfesy a pravan (Obr.
C. 55). Dalsi elektronické soudasti jsou napojeny na hlavni jednotku AFM mikroskopu,
ktera je propojena s po¢itatem (Obr. C. 6). Pomoci poéitage, lze ovladat veskeré funkce
mikroskopu. Na pocita¢ jsou napojeny 2 monitory z diivodu piehlednéjsiho ovladani

4

meéficiho programu PicoView 1.2.

Obr. ¢&. 54 - AFM mikroskop Agilent Technologies 5420
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Obr. €. 56 - MéFici pracovisté
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5.4 Nastaveni programu

Nastaveni programu PicoView 1.2, ktery slouzi pro skenovéni, by mélo odpovidat

firemni literatufe Agilent Technologies. Pro idealni zobrazeni
vyuzivaji dva monitory. Na prvnim monitoru je okno (Obr.

k veSkerému nastaveni skenovani a ovladani hrotu. Na druhém

zobrazeni v readlném cCase (Obr. €. 58), na kterém jsou zobrazeny aktualni skenované

obrazy ze vSech méfeni, které probihaji simultanné.

rozhrani programu se
¢. 57), které slouzi

monitoru je okno pro

L', Agilent Technologies Pico¥iew 1.12.2 - Contact AFM mode:
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Obr. ¢. 57 — Okno slouzZici k nastaveni skenovani
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Obr. ¢. 58 — Okno pro zobrazovani v realném case

5.4.1 Nastaveni programu pro SMM skenovani

e Spust’te program PicoView.
Piejdéte na Controls > Setup > Options a nastavte hodnoty dle Obr. €. 59.
e Nastavte Image File Format na 32 bit binarni.

e (znacte Serial Port AC Mode Controller.

e Oznacte Agilent PNA.
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options x|

™ choose environment: at skartup
¥ Dual maonitar

[ Ramp LY output changes

Realtime images file Format; |32-I:|it binary j

Fealtime Filename scheme: ITime based j

¥ Save plots in asci Format

™ Use default color scheme at skartup
¥ Serial Port AC Mode Controller

[ Serial Part Stage Controller

Obr. & 59 — Doporugené nastaveni
[22]
5.4.2 Nastaveni frekvence mikrovinného signalu
eV okné Agilent PNA Controls (Obr. C. 60) nastavte Sweep Start na 0,5 GHz.
e Nastavte Sweep End na 6,0 GHz.
e Nastavte Sweep Points na 256.

e Kliknéte na tlacitko Sweep.

Agilent PNA Controls |

Power Level (dBm) | =.00

Scan Frequency (GHz) | 2.479300
Sweep Skark (GHz) | 0.500000
Sweep End (GHz) | 6.000000

Sween Points I G000

Continuous Sweeps | Sweep

Caparcitance Coefficient (FFfdE) | 1.000

Phase Offset (=) I a

IFBW (Hz) 1000 =

Trigger IBNC o I

Pr& Metwork Mame | A-MS2304-05344

Obr. ¢. 60 — Hodnoty pro nastaveni okna Agilent PNA Controls
[22]
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e Piejdéte k oknu PNA Sweep.
e Presuiite Cervené a modré znacky jak je na Obr. €. 61.
PNA Sweep %)

File Tools

Amplitude[dB] vs Frequency[GHz]

Marker! (4 6387 GHz, 9.5753dB)
Marker2 (4.6614GHzZ, 9.7591dB)

& Deltatey) (0.0217GHz, 0.1338d8)

I SR I

-25

-50

Obr. ¢. 61 — Nastaveni znacek okna PNA Sweep
[22]
e Zobrazeni Amplituda vs Frekvence by mélo byt podobné jako na Obr. €. 62.

Amplitude[dB] vs Frequency[GHz]

ol

N

Obr. ¢. 62 — Zobrazeni finalniho vrcholku v grafu Amplituda vs Frekvence

[22]

e Pouzijte jeden z trojiihelnikil na oznaceni vrcholu frekvence, jak to mizete vidét na

Obr. C. 63.
e Nastavte hodnotu Scan Frequency (GHz) v okné¢ Agilent PNA Controls.

e Mikroskop by pak mél byt nastaven jako obvykle pfi kontaktnim rezimu.
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Amplitude[dB] vs Frequency[GHz]

harker! (4. 6402 GHzZ,
harker? (4. 6A00GHZ,

2 Deltay) (0.0088GH:

y_ _

. |

Power Level (dBm) I 5,00 ¥ Power

Scan Freguency (GHz) | s

50

Sweep Skark (GHz) | 4. 640000

Sweep End (GHz) | 4. 660000

Obr. ¢&. 63 — Zobrazeni nastaveni vrcholu frekvence a hodnoty pro nastaveni okna Agilent PNA

Controls

[22]

5.4.3 Nastaveni dC/dV controler modulu

e Priejdéte do Controls > Advaced > AC Mode.
e Nastavte hodnoty v okné dle Obr. €. 64.

e Vyberte Output Tab.

e Zvolte Drive Out — Drivel.

e Zvolte Sample Bias — GND.

e Zvolte Tip Bias — Drive 3.

e Zvolte Ref Set — GND.

e Zvolte BNC1 — Deflection.

e Zvolte BNC2 — Friction.

e Zvolte Deflection — Amplitude 1.

e Zvolte Friction — Phase 1.

e Zvolte SP — GND.

e Nastavte Aux 1 na X Component 3.

e Nastavte Aux 2 na Y Component 3.

e (Odskrtnéte Pass Trhough pro Aux 1 a Aux 2.
e Nastavte Aux 3 a Aux 4 na GND.

b Agilent PNA Controls x|
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Advanced AC Mode Controls E|

| Lockdin 1 | Lockin Z | Lock-in 3 | Outputs | other |

Drive Out | Drive 1 v |
Sample Bias | GND v | [ 5um
Tip Bias | Drive 3 v | [ 5um
Ref Set | GHD v | [ 5um

BNC1 | Deflection v |

BNCZ  |Friction v

Deflection |.ﬁ.mplitude 1 V| [+] Pass Through

Frickion |F‘hase 1 V| [+]Pass Through

SP |GND v | Fass Through

A 1 |:>< Companent 3 W | [ ]Pass Thraugh

Aux 2 |"|" Component 3 | [ ]Pass Through

AU 3 |GND W | Pass Through

A ¢ |GND W | Pass Through

Obr. ¢. 64 — Hodnoty pro nastaveni okna Advanced AC Mode Controls.
[22]

e Piepnéte na kartu Lock-In 3 v okné Advanced AC mode controls a nastavte
hodnoty dle Obr. ¢. 65.

e Nastavte Drive % na 30 a zaskrtnéte policko.

e Nastavte Frequency na 80 kHz.

e Nastavte Gain na x32.

e Nastavte Bandwidth na Automatic.

e Nastavte Input na Aux.

e Nastavte Phase Offset na 0 °.

e Nastavte Lock-in Harmonic na 1.

e Nastavte Phase Shift na 0 °.

e Drive Offset a Phase Compensation nastavte na 0.

e Policka u Sum External Drive a Y Component from Aux by méla byt odskrtnuta.
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Advanced AC Mode Controls [X[

S ————
' Lock-in 1 || Lock-in 2 | Lock-in 3 | outputs | Other |

Amplitude g.020v
Drive (%) [_W
Frequency (kHz) | 80.000
Gain | x32 v
Bandwidth | Automatic w
Input | Aux

Phase Offset (°) | 0.0

Lock-in Harmonic _l.IJIJIJ ]

From Servo [_] Drive Offset | 0.000
Phase Shift (°) | 50,01

i

Phase Compensation {degfkHz) | 0.000

Sum External Drive [ |
¥ Component From Aux [_]

Obr. €. 65 — Hodnoty pro nastaveni zaloZky Lock-in 3

[22]

5.4.4 Nastaveni SMM kontaktniho modu

e Zam¢ite laser na nosnik.

e Vlozte a zaméite detektor.

e Pfipravte si vzorek a vlozte ho do mikroskopu.

e Nastavte dC/dV pokud je to potieba.

e Urcete frekvenci mikrovinného signalu.

e Zobrazte video okno a pfibliZte hrot tésn¢ k vzorku.
e Vyberte zajimavou oblast pro skenovani.

e Nastavte Deflection na -1,4 V.

e Nastavte Setpointna 0 V.
—
o i I
e Kliknéte na Approach tlafitko s

e V okné Servo se ujistéte, ze jsou I Gain a P Gain nastaveny na 10%.

e Nastavte okno Scan and Motor podle Obr. €. 66.



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky, 2012

80

x

acan |.ﬁ.dvanced| Makar I
& | A

Comtnue

23

| 0
Frames I o
il

Size fum) | 3.000

Speed (nfs) I 1.2

# Offset {um} | 0.000 @ [z56 =]

Angle (=) I 0.0 il

¥ OFfset {um) | 0.000

Obr. €. 66 — Nastaveni hodnot v okné Scan and Motor
[22]
Nastavte rychlost skenovani — Speed. Zakladni hodnoty jsou 1-2 In/s.

Piepnutim do Realtime Images miZete nastavit, kterd méteni se budou zobrazovat.

Kliknéte na tlacitko ,,+* pro pfidani okna.

Kliknutim pravym tlac¢itkem na okno muzete zvolit vstupni signal (Obr. €. 67)

nm PHA Amplitude - Flatten:1st order - Trace - Main o
e Topography 05
Deflection i
Frickion
15000 Wi 03
Iec 0z
CIAFM} AU ENC a4
10000 Sum -
Raw Defl
PicoPlus Aux 01
SP
5000 0.2
A 1 e
A 2
04
AUz 3
0] 113
C A 15000 20000 nm
# Sensar
I fce - Main Y
20800 v PHA Amplitude 0mME
007
P& Capacitance
15000 -0

Obr. ¢&. 67 — Zvoleni vstupni signalu v okné Realtime Images

[22]



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky, 2012 81

5.5 Vysledky méreni

Prvnim zobrazovanym biologickym materidlem je slunécko sedmite¢né, piesnéji
ktidlo. Jelikoz se méfi simultdnné topografie i SMM, miZeme vysledky mezi sebou
porovnavat. U 3D zobrazeni kiidla slunécka sedmitecného je tenhle rozdil lehce viditelny
(Obr. €. 69 a 70). Topografické zobrazeni je mnohem detailngjsi. Dalsi zajimavost, co lze
pozorovat u Obr. ¢ 69 je deformace biologického materialu. Tohle poskozeni je

zpisobeno hrotem pfi skenovani povrchu. To je jedna z nevyhod kontaktniho rezimu.

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 pm i
2 325
25
5 3
7a
- 275
125 25
15
Tl 225
20 )
225
5e 175
275 15
a0
s ] 125
35 1
375
4n 075
425 -
45
47 5 023

pm

Obr. ¢. 68 - Zobrazeni topografie kiidla slunécka sedmitecného
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A =50 um 0.25
Y =50 um
2 =327 um

Obr. ¢. 69 - 3D zobrazeni topografie kiidla slunécka sedmitecného

100 100

A =50um
Y =50 um
Z=100dB

Obr. ¢. 70 - SMM zobrazeni kiidla slunécka sedmite¢ného
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Zobrazovany list byl Cerstvy a mél vyssi obsah vody. Z toho diivodu jsem zvolil zobrazeni

pomoci SMM modu, ktery krasné zachytil detailni povrch listu (Obr. €. 72).

N 20 40 ] S0 p KTy
D RN I NN NN TS FN TN PR NETEE N g

Obr. ¢. 71 - SMM zobrazeni listu

A g Y =100 um

Z=753um

Obr. ¢. 72 - 3D zobrazeni listu pomoci SMM

WE2.25

=205
25
F 205

1.75
1.5
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ZAVER
Béhem studie principtt mikroskopie atomérnich sil, mi doslo, jak velky potencial ma

tahle zobrazovaci metoda. Uplatnéni nachdzi ve vSech védnich disciplinach. Nejen pfi

zobrazovani povrchd, ale 1 pfi tvorbé novych struktur — nanotechnologie.

V diplomové préci jsem se zaméfil na biologické materidly a jako vhodny objekt pro
zobrazeni pomoci mikroskopie atomarnich sil jsem si zvolil list pokojové rostliny a kiidlo
slunécka sedmite¢ného. Pouzil jsem mikroskop znacky Agilent Technologies s oznacenim
5420. Rezim pro skenovani vzorkl jsem zvolil kontaktni v kombinaci s SMM modem.
Mg¢ftil jsem ve vzduchu, tudiZ nebylo potieba néjak specidlné upravovat vzorek. Stacilo ho
upevnit na sklicko pomoci oboustranné lepici pasky a optickym mikroskopem zvolit
vhodné misto skenovani. Pomoci programu PicoView 1.2 jsem nastavil veskeré parametry
skenovani (pfiblizeni hrotu, rychlost fadkovani, amplituda, frekvence atd.). Program pak
zaznamenaval povrch zkoumaného materidlu. Ziskané data jsem pak ulozil a oteviel
v programu Image Basic 6.2. Tento program poskytuje vykonné funkce pro vizualizaci
povrchii, mnoho filtri a dalSich operatorG pro ptedzpracovani a Cisténi namétfenych dat
pfed analyzou, rozmérovou analyzu (vzdalenosti, vysky, hloubky, tihly plochy, objemy),
spektralni analyzu a jejich shody s mezinarodnimi standardy. Program jsem pouZil pro
plosné a 3D zobrazeni namétenych vzorkl (viz. obrazky v mé praktické casti). Béhem
méfeni jsem nenarazil na zddné véEtsi potiZze a oba biologické materidly se mi podafilo

zobrazit. Hlavné v 3D zobrazeni jde krasné vidét povrch zkoumanych vzorki.

Dale jsem se zabyval moZnostmi aplikace AFM v bezpecnostni oblasti. Lze naptiklad
vyuzit pfi analyze dokumentl. Je moZné zjistit piekiiZzeni Car nebo taky jestli byl prvni
papir potisknut a pak podepsan nebo naopak. Dalsi zajimavou aplikaci je rekonstrukce
otisku prstii na nabojnici, 1 kdyz byl otisk smazéan. Podle dalsi studie 1ze zkoumat textilni
vlakna a podle riznych deformaci lze ur¢it, v jakych vné&jSich podminkach se nachéazela
nebo jaké vnéjsi sily na n€ pusobily. Vysledky tohoto porovnavani Ize vyuzit pti stopovani
majitel zkoumaného materidlu. Posledni aplikaci, kterou jsem naSel, je zkoumani staré
krevni skvrny za tcelem zjisténi staii skvrny. Pomoci této informace lze naptiklad zjistit

¢as spachdani trestného Cinu.
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ZAVER V ANGLICTINE

Throughout study the principles of atomic force microscopy, I realized how much
potential has this imaging method. It is applied in all scientific disciplines. Not only for

imaging surfaces, but also to create new structures - nanotechnology.

In my dissertation thesis, I focused on biological materials and as suitable samples for
view by atomic force microscopy, I have chosen: leaf house plants and wing ladybird. 1
used microscope brand Agilent Technologies marked 5420. Mode for scanning samples |
have chosen contact mode in combination with SMM mode. I measured in the air, so
wasn't need to modify the samples. Suffice to fix sample on glass slide using double sided
sticky tape and by optical microscope select appropriate location for scanning. Using
program PicoView 1.2 I have set all parameters of scanning (tip approaching, scan speed,
amplitude, frequency, etc.). Program recorded surface investigated material. Obtained data
I saved and opened in Pico Image Basic 6.2. Program provides powerful surface
visualization features, many filters and other operators for pre-processing and cleaning up
measurement data prior to analysis, dimension analyses (distances, heights/depths, angles,
areas, volumes, and step heights), spectral analysis, and conformity to international
standards. The program I used for flat and 3D view of measured samples (pictures in my
practical part). During measurements, I don't run into any problems and I was able to view
both biological materials. Especially in 3D view is nice to see surface of investigated

samples.

Further I devoted possibilities of AFM applications in security area. It can for example
use AFM to analyze documents. It is possible detect crossing lines or determine if it was
first printed on paper and then signed or vice versa. Another interesting application is
reconstruction of fingerprint on cartridge, although fingerprint was washed. According to
another study can be examined textile fibers and by different deformations can be
determined, in which external conditions located or what external forces acted on them.
This information can help to find owner investigated object. The last application is
examination old blood stain to determine age of stain. For example, using this information

to determine time of the offense.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAC

AFM

DFM

DFS

DNA

DRAM

EFM

GND

KFM

LFM

MAC

MFM

MOSFET

MRFM

PEG

PMN

PNA

PTZ

RNA

SCAFM

SCM

SMM

SNOM

SNP

Acoustic AC.

Atomic Force Microscopy.
Dynamic Force Microscope.
Dynamic Force Spetroscopy.
Deoxyribonucleic Acid.
Dynamic Random Access Memory.
Electric Force Microscopy.
Ground.

Kelvin Force Microscope.
Lateral Force Microscopy.
Magnetic AC.

Magnetic Force Microscope.

Metal-Oxide-Semiconductor Field-Effect Tranzistor.

Magnetic Resonance Force Microscopy
Polyethylene Glycol

Polymorhonuclear Neutrophils

Phase Noise Analysis

Pan Tilt Zoom.

Ribonucleic Acid.

Current Sensing AFM

Scanning Capacitance Microscopy
Scanning Microwave Microscopy.
Near-Field Optical Microscopy

Single Nucleotide Polymorphism
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SPM Scanning Probe Microscopy.

SRAM Static Random Access Memory.

SSRM Scanning Spreadind Resistance Microscopy.

STM Scanning Tunneling Microscope.
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