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AFM : Atomic Force Microscopy
Microscopia a forza atomica



Studi Morfologici e Topologici
(SHAPE & SIZE)

La microscopia di forza atomica (AFM: Atomic Force Microscopy) € una delle
numerose possibilita che offre la microscopia che utilizza sonde di prossimita

a scansione.

Tutte queste tecniche funzionano mediante la misura di proprieta locali
(altezza, assorbimento di radiazione, magnetismo) attraverso una sonda o

“punta” sistemata molto vicino al campione.




La piccola distanza che c’e tra campione e sonda (dell’ordine
della risoluzione strumentale) rende possibile eseguire la
misura su un’area molto piccola che viene sistematicamente
esplorata dalla sonda contemporaneamente alla misura della
proprieta fisica in studio.

Contrariamente ai microscopi tradizionali, i sistemi con sonde
a scansione non utilizzano generalmente lenti e quindi la
risoluzione e limitata piu dalle dimensioni del campione che
dagli effetti di diffrazione.




Attraverso 'AFM si puo non solo ottenere un’immagine (o
meglio una mappa delle proprieta in studio) della superficie a
risoluzione atomica, ma anche misurare la forza tra

superficie e sonda a livello di nano-newton.




Tecniche di scanning probe (SPM)
(sonda a scansione)

Controllo piezoelettrico (risoluzione dell’angstrom)

Punta

-
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Principio generale: Un sonda viene passata sul campione registrando
un segnale (come la corrente)



La dimensione della porzione della sonda che si utilizza nella analisi
(I'apice della punta) e di circa 10 nanometri.

La distanza tipica tra punta e campione negli SPM e circa 0.1 — 10 nm.

I diversi tipi di SPM sfruttano diversi tipi di interazione tra punta e
campione. Per esempio I’'STM si basa sul fenomeno della corrente di
tunnel tra una punta metallica e un campione conduttore; e su diversi tipi
di forza si basa il funzionamento dei microscopi a forza atomica, a forza
magnetica e a forza elettrica.

Qui prendiamo in considerazione le caratteristiche comuni ai vari tipi di
microscopi a scansione, supponendo che I'interazione punta campione sia
descritta da un generico parametro P.



Se esiste una dipendenza univoca, e abbastanza ripida, P = P (z) di tale parametro dalla distanza -
tra punta e superficie del campione allora P pud essere usato nel sistema di retroazione (FS) che
controlla 1a distanza punta-campione. Un diagramma a blocchi del sistema di retroazione in un SPM
e schematizzato in Fig. 1.
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Fig. 1. Diagramma a blocchi del sistema di retroazione in un SPM



L’immagine topografica della superficie puo essere ottenuta in due modi:

a corrente costante, illustrato in Fig. 42 (a), la punta si muove sopra la superficie
mentre il sistema di retroazione (FS) mantiene costante la distanza punta-campione ed il
segnale Z=1f(x,y) fornito all’elettrodo Z del piezoelettrico viene memorizzato, ed in seguito
visualizzato come topografia.

ad altezza costante (Z = cost), risulta piu efficace nell’analizzare superfici
straordinariamente piatte. In questo caso la punta si muove sopra la superficie ad una
distanza di alcuni Angstrom, e si memorizza il segnale di corrente I=f(x,y) come
immagine STM (Fig. 42 (b)).

Questa modalita di acquisizione permette
altissime velocita di scansione consentendo Vﬁ; i
di osservare cambiamenti della superficie " A~
praticamente in tempo reale. R
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Fig. 42. Formazione delle immagini STM nel modo a corrente costante (a)
e nel modo a distanza media costante (b)



Tipi di tecniche di sonda a scansione (SPM)

* Microscopia tunnelling a scansione (STM)

* Microscopia a forza atomica (AFM)

* Microscopia di campo a scansione (SNOM)



Atomic Force Microscopy (AFM)
Microscopio a Forza Atomica
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1. Laser

2. Specchio

3. Fotorivelatore
4. Amplificatore
5. Registratore
6. Campione

7. Sonda

8. Micro-leva




Photodiode

Laser

AFM Sensor

Sample /
Pl

e

Sample Scanning

La posizione del cantilever viene rilevata con un laser il cui fascio
e riflesso dal cantilever stesso e misurato da un rivelatore



Microscopia a forza atomica

» La punta € posizionata da braccetti piezoelettrici

« Nessuna corrente passa dalla punta al campione

L'effetto piezoelettrico=capacita di un
materiale di fornire una differenza

di potenziale quando sollecitato
meccanicamente ovvero di deformarsi
se sottoposto ad un campo elettrico

» Forze di superficie attraggono o allontanano la punta dal campione

* || cantilever si piega

* || piegamento del cantilever viene misurato (per esempio con un laser)

 La tecnica puo funzionare in diversi modi

\
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Microscopia a forza atomica

Modi di funzionamento:

Modo di contatto:

Modo di non-contatto:
Sensibile a strati di gas adsorbito
o altri tipi di strati




Modo di hon-contatto . '

« Utile nel caso di superfici facilmente danneggiabili I T nm
o contaminabili 00000000
Q00000000
00000000000

» La sonda oscilla sulla superficie
(fuori dalla frequenza di risonanza)

» La punta vibra e si registra |la differenza della forza
vicino o lontano dalla superficie

» La punta non tocca mai la superficie

 La superficie deve essere pulita e non contaminata



Tapping mode
Modo contatto intermittente

* Risoluzione laterale alta

* bassa sensibilita a strati adsorbiti 000
» bassa sensibilita a problemi di frizione CICICIVICICICICICICICIOIY.
* buono per materiali facilmente danneggiabili
* funziona in liquido

Come funziona:

*ll cantilever oscilla alla frequenza di risonanza (50-500 KHz)

L’'ampiezza di oscillazione rimane costante
*La posizione in Z viene regolarmente aggiustata.
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Il potenziale di Lennard-Jones consente di stimare la forza di interazione punta-campione [33],
sommando su tutti gl atonu della punta e del campione (Fig. 61).

-

la punta AFM viene
attratta a grandi
# distanze e respinta a
brevi distanze dal

Wps = [[Up(r—r") np(r') ng(r) dVav”, campione

Fig. 1. How to calculate the energy of interaction between tip and sample atoms

L energa di inferazione punta-campione diventa:

Vel

dove n.(r) e np(r") sono le densita di atomu nel campione e nella punta. I calcolo della forza si
otfiene per derivazione spaziale:




MODALITA DI FUNZIONAMENTO

Dal punto di vista dell’interazione punta-campione: i

» | Contatto |- Sonda e campione sono a distanze di pochi A; la loro

reciproca distanza varia pochissimo rispetto alle forze di interazione

repulsive (107N +10N). atractve | | o B
v Si hanno risoluzioni elevate. fax " § E?ID
¥ | campioni devono avere una superficie regolare e '
¥ Ll'azione della punta su campioni “molli” (polimeri, materiali biologici, film sottili, etc.) pué
produrre graffi e danneggiamenti.
» | Non contatto| = Durante la scansione non vi & contatto tra sonda e campione. Si trovano a

distanze ~10A+100A intervengono interazioni di tipo Van der Waals, elettrostatiche e di
capillarita (~1012N),

x

v

La maggiore distanza della punta dalla superficie impone l'uso

di punte particolarmente sottili. 3
La forza d’interazione della punta con la superficie & sufficientemente piccola da
consentire la rilevazione della topografia materiali “molli” .

» | Contatto intermittente|~ Sonda e campione si trovano a distanze variabili da pochi a ~10A.

v

La probabilita di danneggiamento delle superfici per effetto di forze laterali e di attrito
ridotta, per cui & possibile la rilevazione della topografia di materiali “molli” quali

campioni biologici.
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Varieta delle punte

Le punte sono generalmente fatte con Si;N, or Si

3 um altezza

um altezza 10 nm di raggio in punta

30 nm di raggio in punta

3 um altezza
10 nm di raggio in punta




AFM: il cantilever

I 40 um

k:tra 0.01N/m e 1N/m - contatto
k>1N/m - tapping.
Lunghezza: da 100 a 200pm
Larghezza: da 10 a 40um
Spessore: da 0,3 a 2um.
Il cantilever deve essere
minimizzare k (a parita di
spostamento € maggiore).

soft”
forza,

-

frequenza dirisonanza = — _ [—
27 VM

Cantilever
deflection

Cantilever
spring constant

| parametri meccanici del cantilever
hanno un ruolo importante nella
determinazione della sensibilita e della
risoluzione. Essi sono:

la costante elastica k

la sua frequenza di risonanza v

le sue dimensioni fisiche




.y 1 /K
frequenza di risonanza =
27 VM

Cantilever
Cantilever spring constant
deflection K
F=-k*s A

Force F=ks

La costante elastica dei diversi cantilever possono variare di quattro
ordini di grandezza tra 0.005N/m e 40 N/m.

Piu Il cantilever e spesso e corto e piu tende ad essere rigido e con
piu alte frequenze di risonanza.



Una visione ravvicinata delle punte mostra che esse sono arrotondate
e la forma della punta generalmente limita la risoluzione della
tecnica AFM per cui ¢’¢ una continua ricerca nel modo di produrre
punte con una riproducibilita alta ed anche maggiormente affilate

Microfotografia di una punta per
microscopia AFM. La barra
delle  dimensioni indica la
lunghezza di un micrometro




AFM: Il cantilever

I La punta deve essere aguzza per rilevare le irregolarita
della superficie da esaminare con un'ottima risoluzione e
" . deve essere resistente al contatto con la superficie.

-Il raggio di curvatura r determina la risoluzione
laterale su una superficie liscia. Le tecnologie piu
recenti hanno permesso di fabbricare punte con
& Snm.
- Il semiangole & rappresenta il maggiore angolo di
inclinazione di una parete che una punta riconosce
(capacita di vedere i gradini). Tipicamente
10°<6<45°.
- L'altezza 4 determina la capacitd di sondare
strutture profonde. Tuftavia la massima
estensione verticale dello scanner solitamente
non supera i J0um.




STM vs AFM: interazione punta-campione

NellAFM  pid  atomi  contribuiscono
allimmagine. Poiché essi sono posizionati in
punti diversi, il segnale compessivo & la
somma di pit contributi "shiftati”.
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Atomic Force Microscopy

Il PARAMETRO CRITICO E'LA FORZA TRA PUNTA E CAMPIONE

Detector anu

Feedback .
Electronics Spring: compliance 0.1-10 N/m
Repulsive forces (AFM) 10%-108N
Photodiode . . .
Note: typical pair him:l:ng_ o_y50
Eiiouie: force (covalent, ionic) 10°-10°N
\ Van der Waals forces
_ Atomic scale 40 i
\ ¥ Bulk tip, Ry = 40 nm 10" -107"N
/ Range: short, several nm 10°N

/ . : Coulomb forces
SJMM AL Bulk tip, 10 V 108-10°N
Range: long = Ry
. PZT Scanner Magnetic forces

1 um wide magnetic bit ~ 107N
Range: short for domain walls;
long for domain itself
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ELASTICITA DELLE MICROLEVE

Per rispondere con flessioni apprezzabili a forze 10-''"N =103N occorrono microleve
con k =0.01N/m = 50N /m.

o, | e g T I_
xh--‘_H.H EHH_' "-{h‘::.._.____ ,;lfjl'
Per una microleva in silicio di una barra rettangolare si ha: NS i ;
i '-,‘tl#lr'_,-":l i
E =modulo di Young |
’ 3El | di inerzi 3 5
_;'_3 —momento di inerzia I:f w T =spessore L 3Et"w
| =lunghezza della microleva 12 w=larghezza Al°

Una microleva di Si o Si;N, (E= 10'" N/m?) spessa 1um, lunga 10 pm e larga 20 um
ha costante elastica k = 0.5 N/m.

Le microleve possono essere tarate (determinando k) tramite metodi diretti o per
confronto con microleve ad elasticita nota (metodi statici) o attraverso metodi dinamici
portando la microleva in oscillazione (metodi dinamici) e studiando la variazione della
frequenza di risonanza al variare della sua massa, di stimolazioni termiche o
considerazioni di natura fluidodinamica.



RISOLUZIONE DEGLI ESPERIMENTI AFM

La risoluzione laterale e generalmente definita dall’abilita di
distinguere due punti separati su un’immagine. La risoluzione é
determinata dalla geometria apicale della punta e dalla geometria del

campione.

Generalmente la larghezza di una doppia elica di DNA viene utilizzata
per valutare la risoluzione poiché il suo diametro e noto essere pari a
2,0 nm nella forma B.

Lateral Ditmenston(am)



Paragone di diverse tecniche microscopiche.

conventional

scanning electron

atomic force

optical microscopy microscopy
microscopy (SEM) (AFM)
microscopic ambient vacuum ambient
environment liquid liquid
vacuum vacuum
field depth small high medium
focus depth medium small small
Resolution
X,y 100 nm 5nmm 0,1-1,0 nm
z n/a n/a 0,01 nm
magnification 1x — 2%103x 10x - 10%x 5x10%x - 108x
necessary low critical point drying or low
sample freeze-drying, coating
preparation
necessary samples do not samples should not be samples should do not
sample have to be charged and have to be | have excessive changes
properties completely vacuum compatible in height compared to tip

transparent for
visible light

geometry




AFM imaging artifacts

This "chipped” AFM probe follows the geometry of the sam-
ple surface and creates an image with a substantial artifact.

I |

In this example the probe is much sharper than the feature it
is scanning across and should give a correct image. However,
because of the extreme probe samplke angle, the line profile
will show an artifact at the left edge of the feature.

West, Starostina, Pacific Nanotechnology, Inc.



Vantaggi della Microscopia a Forza Atomica

« Gli ambienti di lavoro possono essere indifferentemente:

« vuoto (per campioni che necessitano del minore numero di impurita)
- aria
« liquidi (particolarmente interessante per osservazioni in-vivo)

* Non si necessita di particolare preparazione dei campioni:
« il campione deve essere depositato su una superficie piana (spesso Si
usano sfoglie di mica) (Fillosilicati KAL(Si;Al)O,,(OH,F), )

+ La risoluzione € paragonabile a quella di un microscopio elettronico

« Possibilita di elaborare le immagini al computer (immagini 3D)




Tapping Mode AFM in Biology

eE-coli

6
erythrocyles




Protein surface layer of D.
Radiodurans. Courtesy of
Digital Instruments.



Preparazione dei campioni

Non c’¢ praticamente necessita di preparazione de1 campioni.

Molto spesso tutto si riduce a mettere la soluzione con la sostanza da
studiare su uno strato di mica (che adsorbe il liquido) o su vetro.

Fenomeni e reazioni delle forze tra 1l substrato adsorbitore e la soluzione.

Il substrato (che puo essere di vario tipo oltre a mica e vetro) deve essere

opportunamente trattato precedentemente in modo da non contaminare 1l
campione.

Fissaggio: in alcuni casi (1n cui 1l materiale biologico ¢ troppo morbido) s1

puo fissare 1] materiale come nel caso del microscopio elettronico. In
alcuni casi s1 puo anche raffreddare 1l campione.

N. Matsko. M. Miiller. Journal of Structural Biology 146 (2004) 334-343



CURVE DI FORZA

Misura delle curve di forza

Il dispositivo AFM pud anche registrare la quantita di forza sentita dalla leva quando la
punta viene posta in vicinanza del campione — o anche tocca il campione — e poi viene
allontanata.

Questa tecnica puo essere utilizzata per misurare la forza attrattiva o repulsiva a lunga
distanza tra la punta ed il campione; in questo modo si ottengono informazioni su proprieta
chimiche e meccaniche locali del campione come per esempio I’adesione e 1’elasticita
oppure anche le dimensioni dello strato di molecole assorbite o la lunghezza di rottura di
un legame.

Misure di questo tipo possono essere eseguite anche in modo oscillante sia in misura di
ampiezza che in misura di fase che aggiungono ulteriori informazioni circa le proprieta dei
campioni come dettagli circa le proprieta elettriche e magnetiche sulla superficie e le sue
proprieta viscoelastiche.




Al contrario della cristallografia a raggi X e della microscopia
elettronica (TEM/SEM), I'AFM permette non solo di ottenere
immagini dei campioni in condizioni fisiologiche, ma anche di
“vedere” processi biologici mentre si svolgono.

Inoltre, in virtt del rapporto segnale-rumore (S/N) alto le
informazioni che possono essere ottenute non sono ristrette ai soli
campioni cristallini. Quindi, singole (macro)molecole anche non
simmetriche possono essere visualizzate direttamente nel loro
ambiente nativo.




Adesione Molecolare

Molecular adhesion

M M8 mee N

*S1 puo misurare l'adesione tra le molecole attaccate alla punta ed
al campione.

*Possono essere anticorpi e antigeni o altre coppie recettore-
legante.

Le forze adesive possono essere misurate e mappate lungo la
superficie e si possono ricavare informazioni sull’'energia e sulla
cinetica del legame.




Modo Immagine

230 nm

show |[pm]

0 nm

fast [pen]

Immagine in altezza(sinistra) dei ccromosomi umani di
metafase del linfocita

Intermittent contact mode



Modo Immagine 3D

height image of eritrociti
contact modescan field 40 um * 40 um
z-range 2.1 um





http://www.micropix.demon.co.uk/sem/dustmite/article/12664_2.gif

DNA in buffer (200nm x 200nm)

Bacterial cellulose (2.0um x 2.0um)




Bacterial cell (H. pylori) (5.5um x 5.5um)

Living fibroblast cells in PBS (60um x
60um)




polivinilpiridina
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Amino-functionalized
polymethacrylate

-&— |[ncreasing lonic Strength




Immagine della grafite mediante
AFM. L’alta risoluzione
permette di vedere la
disposizione esagonale degli
atomi nella cella unitaria.

Dimensioni dell’immagine 2x2
nm2.


http://photos1.blogger.com/blogger/6145/1263/1600/afm-image-graphite 2 web.jpg

Studi sulla morfologia di polimeri biologici

Fibre di actina visualizzate in modo contatto AFM

L'actina € una proteina globulare con peso
molecolare di 43 kDa. Ha un diametro di
5,46nm e determina la possibilita di movimenti
cellulari. E’ presente in tutte le cellule del corpo
e specialmente nelle cellule muscolari. La
quantita di actina nelle cellule puo raggiungere
il 10% di quella proteica totale.
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Immagine AFM di segmenti di DNA doppia elica
depositato su mica. La dimensione laterale della
doppia elica di DNA ¢ 2 nm (anche utilizzata come

standard di calibrazione).

Immagine prodotta dal Dr. Andy Baker.



200 nanometers

diverse morfologie che il DNA assume in seguito al compattamento dovuto all’aggiunta di
una proteina chiamata AbF2.

Questa serie di immagini visualizza in modo molto accurato la capacita di ripiegamento del
DNA similmente a quanto avviene nei nucleosomi che costituiscono la base della struttura
dei cromosomi.



L’AFM puo anche essere utilizzata per visualizzare oggetti piu grandi come cellule

Cellula alveolare di topo.
Immagine ottenuta in modo
contatto.

pneumociti di tipo |, definiti anche piccole cellule alveolari, ricoprono circa il 90% della superficie
alveolare totale. Sono cellule piccole, sottili le quali si sviluppano come un sottile film che ricopre
la superficie dell' alveolo.



Immagine 3D di un Biofilm batterico

Film senza batteri

Batteri disidratati
dopo divisione

15X15 um?

Graffio con parziale rimozione del
film



Stretching polysaccharides on live cells using single molecule force
spectroscopy

Nature Protocols volume 4, pages 939—946 (2009) 28 May 2009

Force

100 pN

50 nm
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Table T Measured Vertical Heights of Standard Specimens

Expected Measumad Standard
Driamatar, Heizht b Devistion, o,

Specimen () () (o)
Collagen 1.1% 036
Collobdsl gold T.82 .50
Tobacco mosaic

vims 1746 14
Polystyrene spheres 54 544 43
Polystyrene spheres 105 1021 44

FIGUEE 3 (top) NCAFM image of wmsomicated
schizophyllan in the nadve, miple-helical form Saniple
prepared by drop deposidon. Scale bar = 500 mm. (bot-
tom) Another image of the same sample shown in (top)
showing a larger aggregate. Scale bar = 500 mmo

Daamatar: 121 nm

Height: 8.9 A
16
13 H /IL\L
o 400 [ o] 1300
Trace Distance A

FIGUEE 1 (a) NCAFM image of msonicated sclero-
zhican in the native, triple-helical form Sample prepared
by aerosol spray deposition. Scale bar = 400 om. (b) A
trace through one cyclic sclerozhican molecale (indicated
by white line) showing vertical height and dismeter of
circle.




Conclusions....

. it

_ e provides a fast, reliable. and reproducible method
T e e for assessmg the size and shape dismbuhons of mdi-
sol spray deposition Scale bar = 200 nm.

viduzl macromolecules and macromolecular assem-
blies m solohon with 2 mammm of hme and effort
devoted to sample preparztion.




Figure 7

180 nm
AL A

SUPRAMOLECULAR STRUCTUEE OF MARINE GEL
NETWORK STUDIED BY ATOMIC FORCE MICROSCOPY AND
DIFFEERENTIAL SCANNING CALORIMETRY

Tea MiZié", Vesna Svethi#ic™*, Vera iutié’: Fanien Urba.nib: Beate Boulgaropoulos®

| 200 Ame

Figzure 11




Campioni di aggregati marini

Figure 4. Evolution of polymer networks m the macroscopic gel phase from (a) to (¢): early
stage of gel phase formation (3) to condensed gel network of older macroaggregate (c). AFM
images are acquired in contact mode and presented as height data, scan size 4 um x 4 ym

Figure 5. The pattern of nanoparticles distribution in gel network of macroaggregate

sample: (a) scan size 25 pm x 25 um and (b) indicated area mmaged at higher resolution
(scan size 4 pm x 4 um) together with the heizht profile of particles. AFM mmages are
acquired in contact mode and presented as height data.

{

500 anf

500 nmy

3 3
2

a1 8 BT e B8 lw.uf\u\whm/bt’\ﬁj ‘L

s o Distanse
02 04 06 08 1 12 14 1€ 18 ym 02 04 06 00 1 12 14 18 18 gn

Heizht

=)
=

Height

Distaxce Distanss




2.4.1 Confronio tra microscopia a forza alomica ¢ microscopie elet-
troniche a scansione ¢ a trasmissione

Il microscopio a forra atomica completa gli studi di microscopia
clettronica che normalmente vengono condoill sul polimen per studiame la
morfologia. Tuttavia, il microscopio a forza atomica presenta diversi vantag-
gi rispelio al microscopio cletironico a scansione (SEM) ¢ quello a trasmis-
sione (TEM). Ad esempio, I'AFM produee un reale profilo indimensionale
della superficie, ma soprattutto diversamenic dal SEM ¢ dal TEM, 1 cam-
pioni analizzati da un AFM non richicdono nessun trallamento speciale
imetallizzazione, gralilizzazione, rallamento con agenti i contrasto), che
potrebbe modificare o distruggere irmmediabilmente la superficic del cam-
pione. Inoltre, mentre il funsionamento correlio del microscopio cletironico
neeessita di un costoso ambicnie sotlovuoto, la maggior parie delle modalita
operaiive del microscopio a forea alomica funsionano perleilamentie in am-
biente nommale o perfling in un ambiente liquido. Cio lo rende un ottimo
strumento per lo studio di macromolecole biologiche ¢ di organismi vivenli.

Il principale svaniaggio del microscopio a forza atomica rispetio al
microscopio clettronico a scansione consiste nelle dimensioni dell’ immagine.
I1 SEM ¢ in grado di mostrare un’arca dell’ordine del millimetro quadrato cd
una profondita di campo dell’erdine del millimetro. 11 microscopio a lorza
atomica puo, invece, riprodurre solo una profondita dell ordine del micrometro
ed un’arca massima di cirea 100 per 100 micrometri. [noltre, Ielevata riso-
luzione ¢ la qualita delle immagini AFM sono limitate dal raggio di curvalura
della sonda; pertanto, una scelta errata della sonda pud portare anche alla
formarione di artelfalt. D'alra parte UAFM non ¢ in grado di analizzare lo
immagini altrettanto velocemente di un SEM: per elletivare la scansione di
un’arca sono necessari diversi minuti, mentre un SEM. una volta effetwato il
vuolo nella colonna, ¢ in grado di csplorarla quasi in tempo reale,




