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Studi Morfologici e Topologici 
(SHAPE & SIZE) 

La microscopia di forza atomica (AFM: Atomic Force Microscopy) è una delle 

numerose possibilità che offre la microscopia che utilizza sonde di prossimità 

a scansione.   

 

 

Tutte queste tecniche funzionano mediante la misura di proprietà locali 

(altezza, assorbimento di radiazione, magnetismo) attraverso una sonda o 

“punta” sistemata molto vicino al campione.  



La piccola distanza che c’è 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 

proprietà fisica in studio.   

 

 

Contrariamente ai  microscopi tradizionali, i sistemi con sonde 

a scansione non utilizzano generalmente lenti e quindi la 

risoluzione è limitata più dalle dimensioni del campione che 

dagli effetti di diffrazione. 



Attraverso l’AFM si può non solo ottenere un’immagine (o 

meglio una mappa delle proprietà in studio) della superficie a 

risoluzione atomica, ma anche misurare la forza tra 

superficie e sonda a livello di nano-newton. 



(SPM) 



La dimensione della porzione della sonda che si utilizza nella analisi 
(l’apice della punta) è di circa 10 nanometri.  
 
La distanza tipica tra punta e campione negli SPM è circa 0.1 – 10 nm.  
 
I diversi tipi di SPM sfruttano diversi tipi di interazione tra punta e 
campione. Per esempio l’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 l’interazione punta campione sia 
descritta da un generico parametro P. 





L’immagine topografica della superficie può 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=f(x,y) fornito all’elettrodo Z del piezoelettrico viene memorizzato, ed in seguito 
visualizzato come topografia. 
 
ad altezza costante (Z = cost), risulta più 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 modalità di acquisizione permette  
altissime velocità di scansione  consentendo  
di osservare cambiamenti della superficie  
praticamente in tempo reale. 



(SPM) 





1. Laser  
2. Specchio  
3. Fotorivelatore  
4. Amplificatore  
5. Registratore  
6. Campione  
7. Sonda  
8. Micro-leva  





L’effetto piezoelettrico=capacità di un 

materiale di fornire una differenza 

di potenziale quando sollecitato 

meccanicamente ovvero di deformarsi 

se sottoposto ad un campo elettrico 









la punta AFM viene 

attratta a grandi 

distanze e respinta a 

brevi distanze dal 

campione 















Una visione ravvicinata delle punte mostra che esse sono arrotondate 

e la forma della punta generalmente limita la risoluzione della 

tecnica AFM per cui c’è una continua ricerca nel modo di produrre 

punte con una riproducibilità alta ed anche maggiormente affilate  

Microfotografia di una punta per 

microscopia AFM.  La barra 

delle dimensioni indica la 

lunghezza di un micrometro  

1 m 

 













RISOLUZIONE DEGLI ESPERIMENTI AFM 

 
La risoluzione laterale è generalmente definita dall’abilità di 

distinguere due punti separati su un’immagine.  La risoluzione è 

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 è noto essere pari a 

2,0 nm nella forma B.   



Paragone di diverse tecniche microscopiche. 

conventional 

optical 

microscopy 

scanning electron 

microscopy 

(SEM) 

atomic force 

microscopy 

(AFM) 

microscopic 

environment 

ambient 

liquid 

vacuum 

vacuum ambient 

liquid 

vacuum 

field depth small high medium 

focus depth medium small small 

Resolution 

 

x,y 

z 

 

 

100 nm 

n/a 

 

 

5 nm 

n/a 

 

 

0,1 - 1,0 nm 

0,01 nm 

magnification 1x – 2∗103x 10x - 106x 5x102x - 108x 

necessary 

sample 

preparation 

low critical point drying or 

freeze-drying, coating 

low 

necessary 

sample 

properties  

samples do not 

have to be 

completely 

transparent for 

visible light  

samples should not be 

charged and have to be 

vacuum compatible 

samples should do not 

have excessive changes 

in height compared to tip 

geometry 



AFM imaging artifacts  

West, Starostina, Pacific Nanotechnology, Inc. 



(Fillosilicati KAl2(Si3Al)O10(OH,F)2 )  









CURVE DI FORZA 
 

Misura delle curve di forza 

Il dispositivo AFM può anche registrare la quantità 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 può 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 proprietà 

chimiche e meccaniche locali del campione come per esempio l’adesione e l’elasticità 

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 proprietà dei 

campioni come dettagli circa le proprietà elettriche e magnetiche sulla superficie e le sue 

proprietà viscoelastiche. 



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









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


DNA in buffer (200nm x 200nm) 

Bacterial cellulose (2.0µm x 2.0µm)  



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

Living fibroblast cells in PBS (60µm x 

60µm) 



polivinilpiridina 



Amino-functionalized 

polymethacrylate 



Immagine della grafite mediante 

AFM.  L’alta risoluzione 

permette di vedere la 

disposizione esagonale degli 

atomi nella cella unitaria.  

 

Dimensioni dell’immagine 2×2 

nm2.  

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


Fibre di actina visualizzate in modo contatto AFM 

Studi sulla morfologia di polimeri biologici 

L'actina è una proteina globulare con peso  
molecolare di 43 kDa. Ha un diametro di 
5,46nm e determina la possibilità di movimenti 
cellulari.  E’ presente in tutte le cellule del corpo 
e specialmente nelle cellule muscolari.  La 
quantità di actina nelle cellule può raggiungere 
il 10% di quella proteica totale.  



Immagine AFM di segmenti di DNA doppia elica 
depositato su mica.  La dimensione laterale della 
doppia elica di DNA è 2 nm (anche utilizzata come 
standard di calibrazione). 

Immagine prodotta dal Dr. Andy Baker. 



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 capacità di ripiegamento del 
DNA similmente a quanto avviene nei nucleosomi che costituiscono la base della struttura 
dei cromosomi. 



Cellula alveolare di topo.  

Immagine ottenuta in modo 

contatto.  

L’AFM può anche essere utilizzata per visualizzare oggetti più grandi come cellule 

pneumociti di tipo I, 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   

Graffio con parziale rimozione del 
film 

Batteri disidratati 
dopo divisione 

Film senza batteri 

15x15 m2 



Stretching  polysaccharides on live cells using single molecule force 
spectroscopy 
 

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

 





Conclusions…. 





Campioni di aggregati marini 




