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Cwiczenie nr XIX — Okreslanie morfologii monowarstw

lll. CzeS¢ teoretyczna

lll. 1. Mikroskopia kata Brewstera — Wprowadzenie

Zjawisko odbicia $wiatta od ré6znych powierzchni jest czes$cia naszego codziennego zy-
cia. Jednakze jedng z zaskakujacych wtasciwosci optycznych jest mozliwo$¢ uzyskania takich
warunkow, w ktorych nie obserwuje si¢ odbicia. Dzieje si¢ tak dla idealnie czystej granicy faz,
na ktorg pada promieniowanie p-spolaryzowane pod okreslonym katem, zwanym katem Brew-
stera. Kazda zmiana wtasciwosci optycznych w obszarze mi¢dzyfazowym bedzie prowadzié
do odbicia promieniowania padajacego. Ten fakt stanowi podstawe mikroskopii kata Brew-
stera (z ang. Brewster Angle Microscopy, BAM), nowoczesnej techniki stuzacej do badania
nanofilmow na granicy faz woda-powietrze oraz na powierzchni przezroczystych nosnikow
dielektrycznych.

Obecno$¢ monowarstwy zwigzku na granicy faz sprawia, ze prawo Brewstera nie jest
spetnione 1 pokryta cze$§¢ powierzchni subfazy odbija §wiatto, cho¢ z malg intensywnoscig.
Zwigkszajac natezenie promieniowania mozna uwydatni¢ kontrast pomi¢dzy pokryta i niepo-
kryta powierzchnig za pomoca detektora CCD, uzyskujac wysokokontrastowe obrazy morfolo-
gii warstwy.

[1l. 2. Prawo Brewstera

Swiatto to fala elektromagnetyczna, ktorej zrodtem moze by¢é Stonce — zrodto naturalne,
jak 1 zrodta sztuczne (lampa, laser). W czasie rozchodzenia si¢ §wiatta wektory pola elektrycz-
nego i magnetycznego sg prostopadte wzgledem siebie, jak 1 wzgledem kierunku rozchodzenia
si¢ fali (Rys. 1).

elektryczne magnetyczne

Rys. 1. Schemat rozchodzenia si¢ fali elektromagnetyczne;j.

Swiatto padajac na ptaska powierzchnie dielektryka (woda, szklo) ulega odbiciu i cze-
sciowej polaryzacji (Rys. 2). W przypadku $wiatta o polaryzacji p wektory pola elektrycznego
sg rownoleglte do ptaszczyzny padania promieni $wietlnych, za§ w przypadku $wiatla
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0 polaryzacji s wektory pola elektrycznego sa prostopadte do ptaszczyzny padania promieni
swietlnych.

Swiatto odbite

Polaryzacja p
Swiatto padajace
Kat padania

Polaryzacja s

Rys. 2. Polaryzacja swiatta na skutek odbicia od ptaskiej powierzchni dielektryka
[www.global-optosigma.com].

Uwaza sig, ze jako pierwszy zjawisko polaryzacji odkryt i opisal w XIX wieku szkocki
fizyk, matematyk i astronom Sir David Brewster. Dzigki przeprowadzonym do$wiadczeniom,
zauwazyl, ze Swiatto niespolaryzowane, ktore pada na powierzchni¢ pod pewnym katem, tzw.
katem Brewstera ulegajac odbiciu zostaje spolaryzowane, a kat zawarty pomigdzy promienio-
waniem odbitym i zalamanym wynosi 90° (Rys. 3). Ta wiasciwos$¢ $wiatta odbijajgcego si¢ od
powierzchni dielektrykow data poczatek nieinwazyjnej technice obrazowania zwanej od na-
zwiska tworcy tej teorii, mikroskopia kata Brewstera.

Na Rysunku 3 zaznaczono kat Brewstera pomigdzy promieniem $wiatta padajacego na
powierzchnig, a normalng (linig prostopadta do powierzchni, od ktérej odbija si¢ promien $wia-
tla), oraz kat miedzy promieniowaniem odbitym a zatamanym, ktory wynosi 90°. Zazwyczaj
kierunek wektora pola elektrycznego wptywa na kat, pod jakim $wiatto ulega polaryzacji. Na
rysunku wida¢, ze wektory pola elektrycznego promieni odbitych sg rownolegte do ptaszczy-
zny, od ktorej si¢ odbity oraz prostopadte do plaszczyzny padania promieniowania niespolary-
zowanego — polaryzacja s. Ze zjawiskiem polaryzacji p mamy do czynienia, gdy wektory pola
elektrycznego $wiatta odbitego drgaja w plaszczyznie prostopadtej do powierzchni, od ktorej
ulegty odbiciu.
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Rys. 3. Schemat polaryzacji swiatta odbitego od powierzchni dielektryka.

Dielektryk

Kiedy wigzka $§wiatta przechodzi przez granice pomigedzy dwoma osrodkami roznig-
cymi si¢ wspolczynnikiem zatamania $wiatla, czg$¢ promieniowania ulega odbiciu. Na Ry-
sunku 4 pokazano zalezno$¢ wartosci wspotczynnika odbicia — R, §wiatta o polaryzacjip i s od
kata padania §wiatla — 8;, na granicy Fresnela migdzy powietrzem a woda. Granica Fresnela
wystepuje pomigedzy dwoma dielektrykami, np.: powietrzem i woda, ktore charakteryzujg si¢
réznym wspotczynnikiem zatamania $wiatta — n, odpowiednio n; = 1 i n, = 1,33, gwattownie
zmieniajacym si¢ w zakresie 0d n, do n,.

Wspotczynnik odbicia §wiatla p- i s-spolaryzowanego oblicza si¢ wg rownan Fresnela

1) i (2):

tan(8;—6,)\2

p= (tan(9i+9r) (1)
__ Sin(8;—6y)\2
s (sin(6i+6r) )
oraz Snella (3):
n,sinf; = n,sind, (3)

gdzie: 8; — kat padania promieni §wietlnych,
0, — kat zalamania promieni $wietlnych,
n, — wspotczynnik zatamania $wiatta osrodka 1-szego (zazwyczaj powietrza, n, = 1),
n, — wspolczynnik zatamania §wiatta osrodka 2-giego (np.: wody, n, = 1,33).
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Rys. 4. Wspodtczynnik odbicia (R) od ostrej granicy miedzyfazowej w funkcji kata padania dla
Swiatta o polaryzacji p (w ptaszczyznie padania) oraz s (prostopadle do ptaszczyzny
padania) [Colloid Surf. A 171, 2000, 33-40].

Na Rysunku 4 mozna zauwazy¢, ze w przypadku $wiatta 0 polaryzacji s wraz ze zwigk-
szaniem warto$ci kata padania — 6; wzrasta warto$¢ Rg do wartosci 1. Natomiast $wiatlo
p-spolaryzowane zachowuje si¢ odmiennie, poniewaz poczatkowo zwigkszaniu kata padania
promieni $wietlnych towarzyszy spadek wartosci R, do 0. Dalsze zwigkszanie kata padania
promieni powoduje wzrost R,, do wartosci 1. Kat padania, dla ktérego nie obserwuje si¢ zjawi-
ska odbicia promieni §wietlnych p-spolaryzowanych to kat Brewstera. Dzieje si¢ tak, gdy
wiazka promieni odbitych jest prostopadia do wigzki promieni zatamanych na granicy dwoch
osrodkow dielektrycznych (powietrze/woda).

Teoretycznie w przypadku, gdy $wiatlo p-spolaryzowane pada pod katem Brewstera na
granice Fresnela miedzy badanymi dielektrykami, nie obserwuje si¢ zjawiska odbicia promieni
$wietlnych, a wigc promieniowanie odbite od ostrej (tzw. fresnelowskiej) granicy migdzyfazo-
wej jest calkowicie wygaszane (Rys. 4). Sytuacja ta odnosi si¢ do idealnie ostrej, pozbawionej
chropowato$ci granicy pomigdzy dwoma przezroczystymi osrodkami, pomiedzy ktorymi
wspotczynnik zatamania $wiatta zmienia si¢ skokowo. Natomiast w rzeczywistosci zjawisko
odbicia nie zanika, ale jest obserwowane w minimalnym stopniu, czyli intensywno$¢ promie-
niowania odbitego nie jest wygaszona catkowicie, lecz osigga minimum (1,2-10®). Zanik badz
tez ograniczenie wystepowania tego zjawiska zalezy od wlasciwosci strefy miedzyfazowej,
mianowicie od grubosci i nierdwnosci granicy (wywolanej fluktuacjami termicznymi) oraz ani-
zotropii monowarstwy.



Cwiczenie nr XIX — Okreslanie morfologii monowarstw

Dokonujac odpowiednich przeksztatcen podanych powyzej wzordéw oraz wykorzystujac
zalezno$¢:
0, + 6, =90° 4)

kat Brewstera (8; = 65) mozna wyznaczy¢ znajac wspoOtczynniki zatamania Swiatta osrodkow,
na ktére pada wigzka promieni §wietlnych wg roéwnan (5) 1 (6):

tanfg = Z—i (5)
05 = arc tan =2 (6)

ng

Kat Brewstera przyjmuje inng warto$¢ na granicach mi¢dzy ré6znymi osrodkami. Wynika
to z odmiennych warto$§ci wspdlczynnika zatlamania $wiatta n w tych o$rodkach.
W zwigzku z tym, inaczej rozktadaja si¢ warto$ci wspotczynnika odbicia R, w zalezno$ci od
kata padania swiatta 6;, co przedstawiono na wykresach obrazujacych t¢ zalezno$¢ na granicy
powietrze/woda i powietrze/szklo (Rys. 5).
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Rys. 5. Warto$¢ kata Brewstera dla granic Fresnela miedzy r6znymi oSrodkami
[www.cameratechnica.com].

lll. 3. Zasada dziatania mikroskopu kata Brewstera

Podstawa mikroskopii BAM jest wykorzystanie kata Brewstera oraz wlasciwosci §wia-
tla p-spolaryzowanego padajacego na granic¢ migdzy dwoma osrodkami pod tym katem. Po-
niewaz nie obserwuje si¢ wtedy zjawiska odbicia promieni $wietlnych, badz tez zjawisko to
jest ograniczone, jako obraz uzyskuje si¢ pole zaciemnione (Rys. 6 a). Gdy na granicy faz umie-
Sci si¢ film bedacy jedng warstwa czasteczek, zmienia si¢ wspotczynnik refrakeji i czgs$¢ pada-
jacych promieni ulega odbiciu (Rys. 6 b).


http://www.cameratechnica.com/2011/04/10/the-science-of-polarizing-filters/
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Utworzenie monowarstwy substancji amfifilowej na powierzchni wody powoduje nie-
wielka zmiang wartosci kata Brewstera wskutek pojawienia si¢ dodatkowej cienkiej warstwy
0 wspotczynniku zatamania $wiatta innym niz dla powietrza i wody, co prowadzi do zwigksze-
nia intensywno$ci promieniowania odbitego. Na przyktad, obecnos¢ na granicy faz woda/po-
wietrze monowarstwy o grubosci 10 A i wspétczynniku zatamania $wiatla 1,4, przyczynia sie
do okoto 35-krotnego zwigkszenia wspotczynnika odbicia. Intensywno$¢ promieniowania od-
bitego jest zatem wysoce zalezna od wlasciwosci granicy migdzyfazowe;j.

(a) (b)

Normalna Normalna Odbicie
|

Qe —

/W
Powietrze Brak odbicia Powietrze

Monowarstwa

Woda \ Woda

Rys. 6. Schemat zasady dziatania mikroskopu kata Brewstera.

Na Rysunku 7 zobrazowano schematycznie zasad¢ dziatania mikroskopu BAM wraz
z wyszczegolnieniem podstawowych elementow optycznych przyrzadu. Typowy zestaw do mi-
kroskopii BAM sktada si¢ ze zrodta §wiatta, polaryzatora, obiektywu, analizatora i detektora.
Jako zrodto swiatta mozna uzy¢ laser helowo - neonowy badz argonowy. W wigkszo$ci mikro-
skopéw BAM zrodtem promieniowania §wietlnego jest laser o dlugosci fali 532 nm. Typowym
detektorem jest kamera CCD, ktorg stanowi $wiattoczuta ptytka krzemowa.
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Rys. 7. Schemat prezentujgcy podstawowe elementy budowy mikroskopu oraz zasade jego
dziatania [Int. J. Mol. Sci. 22, 2021, 4729].
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W celu uzyskania obrazu monowarstwy oswietla si¢ ja z duzg intensywnoscig pod ka-
tem Brewstera (ktory dla granicy faz woda-powietrze wynosi 53°), za pomoca wiazki promieni
laserowych o polaryzacji p. Odbite od filmu powierzchniowego promieniowanie kierowane jest
poprzez obiektyw do czulej kamery, z ktérej obraz jest przekazywany do komputera i na ekran
monitora. Za pomocg wspélcze$nie uzywanych mikroskopow BAM mozna obserwowacé frag-
ment monowarstwy o wymiarach ok. 0,5x0,5 mm? z wysoka rozdzielczoscia 2 pm
W czasie rzeczywistym. Obserwowany obraz przedstawia obszary o roznej jasnosSci, co jest wy-
nikiem obecnos$ci poszczegdlnych molekul oraz stopnia ich upakowania w analizowanym fil-
mie. Pierwsze zdjecia monowarstw Langmuira wykonane przy uzyciu mikroskopu BAM przed-
stawiono na Rysunku 8.

Rys. 8. Pierwsze obrazy fosfolipidowych monowarstw Langmuira wykonane przez Honiga
i Mobiusa w 1991 roku [J. Phys. Chem. 95, 1991, 4590].
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lll. 4. Zastosowanie mikroskopii kata Brewstera

Mikroskopia BAM stanowi doskonate narzgdzie do obserwacji:

— stanu fizycznego monowarstw dwuwymiarowych (Rys. 9)

gaz — ciecz rozprezonal/ciecz skondensowana — faza stala

Rys. 9. Monowarstwy 1,2-diplamitoilo-sn-glicero-3-fosfoglicerolu (DPPG).

— stopnia uporzadkowania i upakowania filmu w poszczegdlnych fazach kompresii, przy

rdéznych ci$nieniach powierzchniowych (Rys. 10)
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Rys. 10. Monowarstwy 2-monopalmitoilo-rac-glicerolu oraz 1-monopalmitoilo-rac-glicerolu

przy roznych cisnieniach powierzchniowych [www.accurion.com].
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— cech morfologicznych monowarstw podczas kompresji/dekompresji, np. powstawania
i wzrostu domen (Rys. 11)

Badania morfologii monowarstw prowadzg do glgbszego zrozumienia dwuwymiarowej
struktury ich fazy skondensowanej. Duzg zaletg jest mozliwos¢ bezposredniej obserwacji w
czasie rzeczywistym, bez dodatku barwnikow i1 bez konieczno$ci przenoszenia filméw na staty
nosnik. W  wielu publikacjach obrazy BAM s3 zestawiane bezposrednio
zizotermg ™ — A (Rys. 11). Do tego typu badan konieczne jest zintegrowanie oprogramowania
mikroskopu i wanny Langmuira.

40~
30
E
> 20
E
w (o]
o]
10 4
£
g
0 T T T 1
0.2 0.4 0.6 0.8
A[nm?]

Rys. 11. Wzrost domen w miare kompresji monowarstwy 1-monopalmitoilo-rac-glicerolu
w 23°C [Curr. Opinion Colloid Interface Sci. 19, 2014, 183-197].

— wewnetrznej struktury dwuwymiarowych domen fazy skondensowanej (Rys. 12)

Mikroskopia kata Brewstera jest efektywng metoda do wizualizowania anizotropii op-
tycznej monowarstw indukowanej przez obszary o rdznej orientacji tancuchow alkilowych.
Przyktadem moze by¢ monomolekularny film stearynianu etylu pokazany na Rysunku 12.

10
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Rys. 12. Monowarstwa stearynianu etylu przy m <1 mN/m. Pole widzenia 600 um?

[www.accurion.com].

— zmiany ksztattu domen w czasie (Rys. 13)
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Rys. 13. Diagram prezentujgcy zmiane kulistosci domen (r) w funkcji czasu (t) w monowar-
stwach 1-monopalmitoilo-rac-glicerolu. Po zatrzymaniu kompresji monowarstwy w ob-
szarze plateau na izotermie 1-A (A=0,38 nm?/czgsteczke, T = 23°C) obecne sg trzy
typy relaksacyjnych domen [Curr. Opinion Colloid Interface Sci. 19, 2014, 183-197].
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— chiralneqo zr6znicowania domen fazy skondensowanej (Rys. 14 i 15)

Monowarstwy enancjomerdéw czasteczek amfifilowych r6znig si¢. W zaleznos$ci od ro-
dzaju enancjomeru wyroznia si¢ domeny lewo- lub prawoskretne.

Ester metylowy N-stearoiloseryny

.

D-enancjomer L-enancjomer 1:1 DL-racemat

N-a-palmitoilotreonina

D-enancjomer L-enancjomer 1:1 DL-racemat

Rys. 14. Chiralne zr6znicowanie domen fazy skondensowanej amfifilowych aminokwaséw.

Rozmiar obrazu 60x60 pm (goéra) oraz 300x300 um (dét) [Phys. Chem. Chem. Phys.
13, 2011, 4812-4829].
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Rys. 15. Chiralne zréznicowanie domen fazy skondensowanej D-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fos-
focholiny (D-DPPC) i racematu (DL-DPPC) [www.accurion.com].
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—  przej$é fazowych, wykrywania przemian fazowych (Rys. 16)

Rys. 16. Monowarstwa 1,2-dimyrystoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy (DMPE) podczas
przejscia fazowego | rzedu (LE-LC) [www.accurion.com].

— transformacji monowarstw w struktury wielowarstwowe (Rys. 17)

Rys. 17. Monowarstwa galusanu laurylu (LG) po zatamaniu.

13
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—  wplywu jondéw/substancji, w tym zwiazkdéw powierzchniowo czynnych, zawartych
w fazie wodnej na wla$ciwosci filmoéw powierzchniowych (Rys. 18)

Struktura domenowa monowarstw melaminy na wodnych roztworach:

uracylu kwasu barbiturowego

Rys. 18. Supramolekularne struktury domenowe melaminy na wodnych roztworach tyminy,
uracylu i kwasu barbiturowego [Phys. Chem. Chem. Phys. 13, 2011, 4812-4829].

— separacji faz lub cze$ciowej mieszalno$ci w monowarstwach i cienkich filmach (Rys. 19)

Rys. 19. Czesciowa mieszalnos¢ w monowarstwie DPPC-DOPC (po lewej) i DPPC-DOPC-
Chol (po prawej), gdzie: DPPC — 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina, DOPC —
1,2-dioleoilo- sn-glicero-3-fosfocholina, Chol — cholesterol [J. Membrane Biol. 251,
2018, 277-294].

— struktur powierzchniowych w filmach adsorpcyjnych

— monowarstw utworzonych przez takie, jak: fulereny, etery koronowe, polimery czy
zwiazki metaloorganiczne nieposiadajace wlasciwosci amfifilowych

14
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— obserwacja mikroskopowa zmian struktury monowarstw w funkcji temperatury
(Rys. 20) pozwala na stworzenie diagramow fazowych substanciji amfifilowych

Rys. 20. Wptyw temperatury na zachowanie monowarstw mirystynianu 2-hydroksyetylu. Skala
100 pm [Appl. Surf. Sci. 257, 2010, 1129-1133].

— w polaczeniu z innymi technikami moze réwniez stuzy¢ do oszacowania katow nachy-
lenia czasteczek w poszczegdlnych fazach monowarstwy (Rys. 21)

Rys. 21. Domeny palmitynianu etylu podzielone na 6 segmentéw. Obok schemat kierunku
nachylenia tancuchéw alkilowych prostopadle do dwusiecznych domen [Curr. Opi-
nion Colloid Interface Sci. 19, 2014, 183-197].

— daje mozliwo$¢ pomiaru grubo$ci monowarstw, jak rdwniez obserwacji rozdzialu mi-
krofaz oraz zachowania sie mono- i multiwarstw podczas ich rozpadu
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V. Czesé doswiadczalna

Mo DdDE @

Aparatura i odczynniki

Sprzet:

— wanna Langmuira-Blodgett KSV NIMA o powierzchni 780 cm?, wyposazona w dwie
barierki i platynowg ptytke Wilhelmy’ego (obwadd 39,24 mm) do pomiaru ci$nienia po-
wierzchniowego, sprz¢zona z komputerem,

— mikroskop kata Brewstera Nanofilm-UltraBAM, rozdzielczo$¢ 2 pum, pole widzenia
720x400 pm?, zrodto $wiatta: laser o dlugoéci fali 658 nm i mocy 50 mW.

— stolik antywibracyjny,

— termostat Lauda,

— pompka wodna Air Liquide,

— palnik gazowy Bunsena, Labrant,

— czarna ptytka szklana o wymiarach 40 x 30 x 4 mm?®,

— buteleczki z ciemnego szkla z zakretkami 0 pojemnosci 5 cm® — 3 szt.,

— zlewki o pojemnosci 50 cm?® — 3 szt.,

—  pipeta automatyczna z koncéwka o pojemnosci 1 cm® — 1 szt.,

— mikrostrzykawka firmy Hamilton o pojemnosci 100 uLL — 1 szt.,

— peseta— 1 szt.,

— tyzeczko-szpatutka — 3 szt.

Odczynniki:

— 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC), > 99 %,

— 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DOPC), > 99 %,

— cholesterol (Chol), > 99 %,

— acetoncz.d.a.,

— metanol cz.d.a.,

— chloroform cz.d.a.,

— woda dejonizowana i demineralizowana z systemu Milli-Q o opornosci 18,2 MQcm
i pH 5,6.

Akcesoria:

— chusteczki bezpytowe,

— rekawiczki bezpudrowe nitrylowe,

— Dbibuta filtracyjna,

— parafilm.

. Program éwiczenia

Sporzadzenie roztworow lipidow w chloroformie.

Przygotowanie wanny Langmuira i mikroskopu kata Brewstera do pomiarow.

Utworzenie monowarstw Langmuira badanych lipidow.

Obserwacja morfologii monowarstw z rGwnoczesnym wyznaczeniem izoterm w — A pod-
Czas procesu kompresji symetrycznej.
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5. Wykonanie zdj¢¢ przy réznych warto$ciach ci$nienia powierzchniowego.
C. Obstuga przyrzadoéw i oprogramowania

Mikroskop kata Brewstera, UltraBAM firmy ACCURION (Rys. 22 i 23), jest przy-
rzadem sprzgzonym z wanng Langmuira-Blodgett (LB) KSV NIMA i komputerem, sterowa-
nym przy uzyciu oprogramowania Nanofilm-UltraBAM. Obstuga wanny LB oraz oprogramo-
wania KSV NIMA LB zostala omowiona w skrypcie do ¢wiczenia XVI11.

........... Mikroskop
kata Brewstera

D ............ Wanna
Langmuira-Blodgett

Komora

antywibracyjny

Rama nosna et | D B Zasilacz
g wanny LB

------------- KontrOIer

ttumieniadrgan
Aluminiowa _ .#

konstrukcja obudowy & i SEREEEESIEIEEEATY el Elektroniczna

jednostka sterujgca
BAM

>N
.
'-.4

Rys. 22. Zestaw: mikroskop kata Brewstera Nanofilm-UltraBAM sprzezony z wanng
Langmuira-Blodgett KSV NIMA, w obudowie chronigcej przed szkodliwym promie-
niowaniem laserowym, stabilny stolik + system aktywnej izolacji wibracji, zasilacz
wanny LB, elektroniczna jednostka sterujgca BAM.

Komora spetnia funkcje ochronng przed kurzem i ruchami powietrza, jak rowniez przed
rozproszonym $wiattem laserowym. Dlugos¢ fali promieniowania lasera miesci sie
w zakresie barwy czerwonej (658 nm), a kolor zielony scianek stanowi barwe komplementarna.
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Waga Ptytka
. ) Mikroskop
elektroniczna ’ e
Wllhelfny ea0 " kataBrewstera
=
Wanna

|
-

Barierki s l
A : '
Studzien kar ! %

!<“

Stolik antywibracyjny

Rys. 23. Mikroskop kata Brewstera Nanofilm-UltraBAM sprzezony z wanng Langmuira-Blogett
KSV NIMA.

Ponizej podano poszczegdlne czynnosci, ktore nalezy wykonac:

— uruchomi¢ komputer,

— wilaczy¢ termostat ustawiajac zagdang temperature,

— wilaczy¢ kontroler ttumienia drgan,

— wlaczy¢ zasilacz 1 oprogramowanie wanny LB,

— przygotowa¢ wanne¢ do pomiaréw wedtug wskazowek zawartych w skrypcie XVIII,

— wilaczy¢ elektroniczng jednostke kontrolng BAM przekrecajac wihacznik (kluczyk)
w pozycje ON,

— uruchomi¢ oprogramowanie Nanofilm-UltraBAM klikajac po kolei trzy ikonki, réwno-
cze$nie otworzg si¢ okna (Rys. 24):
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AccuricnServer 12,0 LEa_x

File Edit Help

10/20/2010
B projectl 10/20/2010
& v experiment 1 10/20/2010
fls 10/20/2010
10/20/2010

2019-06-0113
10/20/2010

10/20/2010
10/20/2010

Requested

l'-% ULTrABAM

laser

AOL 53.200 ©
) SurfacePressure Polarizer 1.000 |- =T
4 | surfacePressure:

Polarizer b data received Z Lift 0.000 -

Analyzer

Z-Lift

965201X2  (046.27)

SurfscePressure 16528 mi/m
Avea: -NAN mm "2

Rys. 24. Ikony i okna oprogramowania Nanofilm-UltraBAM.
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S

Ikonka ﬁi uruchamia okno Accurion Server. Stuzy ono do gromadzenia danych, ktore
sg zapisywane domyslnie w aktywnym (pod$wietlonym na zielono) folderze.

g

Ikonka L& uruchamia okno UltraBAM, ktoére stuzy do sterowania praca poszczegdlnych
elementow mikroskopu:

e zainicjowanie pracy lasera umozliwia klikniecie ikony , ktora zostaje pod-

$wietlona , etap aktywacji trwa kilka sekund,

e dobor wartosci kata padania (Brewstera, AOI), polaryzatora, analizatora oraz wysoko-
sci glowicy (z ang. Z-lift) od powierzchni cieczy. Warto$ci nalezy wpisaé recznie lub
ustawi¢ przy uzyciu kontrolki predkosci (z ang. Speed control). W drugim przypadku
nalezy umiesci¢ kursor myszki na wartosci 1 przeciaggna¢ w lewo lub w prawo.

Ikonka uruchamia okno obrazowania Accurion Image, ktoére pozwala na obserwacje
monowarstwy na granicy faz ciecz-gaz oraz wykonywanie zdje¢ powierzchni. Przed pomiarem
nalezy dostosowac parametry ekspozycji i wzmocnienia obrazu oraz liczbe klatek na sekunde
wzgledem oczyszczonej powierzchni subfazy. ——— interface: Standard_cam

Obrazy wykonuje si¢ przez kliknigcie Ij, mozna je podej-
EXpOsuUre

rze¢ stosujgc opcje kmme |, i powrocic¢ do trybu robienia zdje¢

1
20

Zdjecia mozna wykonywac z korektg lub bez korekty tla.
W pierwszym przypadku nalezy aktywowac opcje klikajac
przycisk activate.

|

BG correction

rEsponse

fast slow

Podglad ekranu monitora po kompleksowym uruchomieniu oprogramowania pokazano na

Rysunku 25.
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& Images
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interface: Standard_cam

BG correction 1 GeoCorrection|
response

fast slow

seql:mn(e 0

frame#
= video recorder
 — -6- frames 0

1
time 00:00:00

automatic image grabber

O delay(s): 10 frames:

696:x5201X36 (144,0)

[2000 image_source]
Camera: eco285 Gain: 15.99 dB; Exposure: 10211.85 ms; FPS: 40.00;
[#001 time]

Area: 69970.64 mm "2

Mma: 22537 L*2

[#003 file_path]

G:\Bozena\ALg3 20 LL\processed_210302_132701.840.png

A

Rys. 25. Podglad ekranu monitora po kompleksowym uruchomieniu oprogramowania Nanofilm-UltraBAM.
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D. Sposéb wykonania ¢wiczenia

Przygotowanie roztworow. Sporzadzi¢ roztwory lipidow w chloroformie. W tym celu
w buteleczkach o pojemnosci 5 cm?, wykonanych z ciemnego szkta, odwazy¢ za pomoca wagi
analitycznej (Sartorius) ok. 1 mg danego lipidu, a nastgpnie rozpusci¢ nawazke w takiej ilosci
chloroformu, aby uzyska¢ roztwor o stezeniu 1 mg/mL. W analogiczny sposob przygotowac
wszystkie roztwory lipidow. Buteleczki z roztworami zamkng¢ szczelnie zakretkami
I zabezpieczy¢ przed parowaniem rozpuszczalnika okrgcajac je parafilmem, a nastepnie prze-
chowywac¢ pod przykryciem w atmosferze chloroformu.

Przygotowanie wanny LB do pomiaréw. Uruchomi¢ termostat potaczony z wanng
Langmuira, ustawiajac temperatur¢ na 20°C. Przed pomiarami wann¢ teflonowa wraz z barier-
kami wykonanymi z poliacetalu oczysci¢ bezpytowymi chusteczkami nasgczonymi acetonem,
a po odparowaniu rozpuszczalnika (ok. 10 minut) chusteczkami nasagczonymi metanolem, uzy-
wajac bezpudrowych rekawiczek nitrylowych oraz pesety. Po uptywie 10 minut wanne i ba-
rierki przeptuka¢ kilkukrotnie ultraczysta woda, ktora nalezy usung¢ z wanny przy pomocy
pompki wodnej zaopatrzonej w plastikowa, wymienialng koncowke. Nastepnie wla¢ wode tak,
aby utworzyt si¢ menisk wypukty i doczys$ci¢ powierzchni¢ subfazy odsysajac ewentualne za-
nieczyszczenia, podczas ruchu barierek w kierunku $rodka wanny. Poziom wody po doczysz-
czaniu powinien by¢ rowny z krawedziami wanny.

Przygotowanie mikroskopu BAM do pomiaréw. Uruchomi¢ mikroskop kata Brew-
stera oraz oprogramowanie Nanofilm-UltraBAM zgodnie z opisem w punkcie C. Nastepnie
zdja¢ ostonke ochronng obiektywu. Czarng ptytke szklang umiesci¢ ptasko nad studzienka
wanny, bezposrednio pod obiektywem (Rys. 26), aby nachylona (klinowa), gtadka jej czesc
byta zwrdcona w strong soczewki obiektywu. W ten sposob ustawiona plytka pochlania zata-
mang wigzke promieniowania laserowego zapobiegajac dostaniu si¢ jej do uktadu optycznego
oraz minimalizuje rozproszenie $wiatta na korzys¢ jakosci obrazowania.

Obiektyw ..., Mikroskop
kata Brewstera

__ ol
Ptytka .......
z czarnego szkta

Bariel’ka ................... > p—

Plytka :
Wilhelmy’ego

Rys. 26. Sposéb utozenia czarnej ptytki szklanej pod obiektywem mikroskopu.
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Sprawdzanie czysto$ci powierzchni. W celu sprawdzenia czystosci subfazy, nalezy
platynowg ptytke Wilhelmy’ego o wymiarach 10x19,62 mm?, opluka¢ w metanolu i wodzie,
trzykrotnie wyprazy¢ w plomieniu palnika i zawiesi¢ na haczyku wagi w taki sposob, aby
1/3 ptytki byta zanurzona w subfazie. Nastepnie wyzerowa¢ wagg i barierki w pozycji Open,
po czym rozpocza¢ kompresje. Pomiar cisnienia powierzchniowego polega na wazeniu platy-
nowej plytki zanurzonej w fazie no$nej. Jesli zmiany napigcia powierzchniowego podczas ru-
chu barierek w kierunku $rodka wanny nie przekraczaja wartosci 0,3 mN/m, powierzchnie fazy
no$nej uznaje si¢ za CzZysta i po otworzeniu barierek przystepuje si¢ do pomiaru gtdéwnego.
W przeciwnym wypadku czyszczenie nalezy powtorzyc.

Pomiar gléwny. Otworzy¢ przestone obiektywu przekregcajac pokrettem w pozycje O.
Zamkna¢ drzwi komory bezpieczenstwa i zainicjowaé prace lasera. Obnizy¢ glowice, aby
plamka lasera skupiata si¢ na nachylonej cz¢éci czarnej ptytki. Nastepnie dobra¢ parametry
AOI (53,2°), polaryzatora i analizatora oraz kamery, aby uzyska¢ ostry obraz powierzchni
subfazy (pole zaciemnione). Wykona¢ zdjecie. Wytaczy¢ laser lub zamkna¢ przestong przekre-
cajac pokretto w pozycje C. Nastgpnie na powierzchnie fazy nosnej, po wyzerowaniu ci§nienia
powierzchniowego i pozycji barierek, nanosi¢ kroplami odpowiednia objeto$¢ roztworu lipidu
uzywajac mikrostrzykawki Hamiltona z teflonowym zakonczeniem ttloczka. Dozowang obje-
to$¢ nalezy dobra¢ w programie KSV NIMA LB w oparciu o mas¢ molowa zwigzku i st¢zenie
roztworu. Zazwyczaj obje¢tos¢ miesci si¢ w przedziale od 50 do 100 pL. Po naniesieniu roz-
tworu chloroformowego na powierzchni¢ wody nalezy odczeka¢ 10 minut w celu odparowania
rozpuszczalnika, po czym wiaczy¢ laser i/lub otworzy¢ przestone i rozpoczac kompresje z szyb-
koscig 10 mm/min. Po dostosowaniu ostrosci wykona¢ zdjecia powierzchni monowarstw na
roznych etapach $ciskania (minimum 10 zdjec¢). Jesli morfologia zmienia si¢ szybko fotografo-
waé czesciej. Rownoczesnie proces bedzie rejestrowany w postaci zalezno$ci ci$nienia po-
wierzchniowego od powierzchni subfazy przypadajacej na pojedyncza czasteczk¢ w monowar-
stwie (izotermy  — A), widocznej na ekranie komputera potgczonego z wanng. Po zakoncze-
niu pomiaru nalezy laser wytaczy¢ i odsuna¢ gltowice mikroskopu od powierzchni subfazy,
a nastgpnie usuna¢ zawartos¢ wanny i oczysci¢ ja wedtug procedury opisanej powyzej. Czyn-
nosci powtdrzy¢ dla kolejnych lipidow.

Zarejestrowane obrazy morfologii monowarstw zapisa¢ na komputerze wraz z warto-
$ciami odpowiadajacych im ci$nien powierzchniowych. Niezapisanie obrazéw grozi ich
utratg przy zamknieciu okna Accurion Image!

Roztwory organiczne pozostate po pomiarach wyla¢ do butelki z napisem ,,ZLEWKI
chloroformu”. Buteleczki z zakretkami przeptuka¢ trzykrotnie $wiezymi porcjami chloro-
formu 1 pozostawi¢ do wyschnigcia.

E. Opracowanie wynikéw i wnioski
Otrzymane dane doswiadczalne opracowaé wedhug zestawionych punktéw:

1. Sporzadzi¢ wykresy izoterm m — A, odktadajac na osi odcig¢tych powierzchnie przypadajaca
na czasteczke, A, wyrazong W A2, a na osi rzednych odpowiadajace wartosci ci$nienia po-
wierzchniowego, 7.
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2. Pod wykresem dla danego zwigzku zestawi¢ obrazy morfologii monowarstwy z informacja
o ci$nieniu powierzchniowym i powierzchni na czasteczke, przy ktérych zostaly zarejestro-
wane. W razie potrzeby obrazy przycia¢. Poda¢ wielkos$¢ powierzchni obrazowania w um.

3. Przypisa¢ zmiany morfologii monowarstwy do konkretnych odcinkow izotermy (Rys. 11).

4. Porownac i1 opisa¢ obrazy morfologii poszczegdlnych monowarstw w aspekcie homoge-
niczno$ci filméw, ksztaltu 1 wielkos$ci tworzacych si¢ domen, przejsé fazowych, chiralno-
$ci, rodzaju struktur wielowarstwowych po zatamaniu filmu.
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