Sledovanie domén v molekulovych 2D systémoch pomocou
Brewsterovho mikroskopu

Teoreticka ¢ast’

Brewsterov mikroskop (Brewster angle microscope - BAM) je uréeny pre zobrazovanie
vel'mi tenkych vrstiev na povrchoch kvapalin, najéastejSie Langmuirovych vrstiev. Pri BAM sl
mikroskop aj zdroj polarizovaného svetla nasmerované na povrch kvapaliny pod Brewesterovym
uhlom pre dant kvapalinu takym spdsobom, Ze mikroskop moze zachytavat' odraz svetla
svetelného zdroju od hladiny. Pre Brewsterov uhol plati

O = arctan (Z—j), 1)
kde ©g je Brewsterov uhol a n1 a n2 st indexy lomu vzduchu a kvapaliny. Ked’Ze neexistuje odraz
p-polarizovaného luca (kde vektor elektrického pol'a elektromagnetickej viny lezi v rovine dopadu
a odrazu) od hladiny ¢istej kvapaliny pri dopade pod Brewsterovym uhlom, odraz svetla nastava
len v pripade nejakej zmeny vo vlastnosti rozhrania kvapalina-vzduch. Takouto zmenou méze byt
napriklad pritomnost’ molekal tenkého filmu na povrchu kvapaliny. Kamera BAM teda pri
spravnom nastaveni nesnima ziaden signal pre Cisty povrch kvapaliny, zatial' ¢o v pritomnosti
materialu na povrchu je tento material snimany ako svetlé miesto (Obr. 1). Tato metdda bola
zavedend v roku 1991.
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Obr. 1: Schematické znazornenie principu BAM, o = 53° je Brewsterov uhol pre rozhranie voda/vzduch.

BAM umoziiuje vizualizaciu Langmuirovych monovrstiev (Uloha & 1. Lipidové
membrany na vode) alebo adsorbovanych filmov na rozhrani vzduch-voda, napriklad v zavislosti
od fazy vrstvy. Pouziva sa pri charakterizacii Langmuirovych vrstiev, alebo na indikéaciu vhodného
depozi¢ného tlaku pre Langmuir-Blodgettovej (LB) depoziciu, napriklad pri LB depozicii
nanocastic [1]. Snimanie prebieha v redlnom ¢ase, takze pocas kompresie v LB vanicke poskytuje
informéciu o homogenite vrstvy. Taktiez dava moznost' pozorovat’ fazové zmeny, fazovu
separaciu a rozmer a tvar domén pri jednotlivych drovniach kompresie. Pomocou BAM mdzeme
sledovat’ v redlnom case fotochemické reakcie, polymerizaciu a podobne. Da sa pouzit' aj na
monitorovanie a detekciu povrchovo aktivnych materialov (napriklad adsorpciu proteinov).

Pri dopade p-polarizovaného svetla na Cisty povrch vody teoreticky nedostdvame Ziaden
odrazeny signél. V skuto¢nych pripadoch ale hovorime, Ze intenzita odrazené¢ho svetla pri
Brewsterovom uhle dosahuje minimum. Pre ¢ista vodu je hodnota Brewsterovho uhla zhruba 53°.
Pritomnost’ soli méze tito hodnotu posunut az o 2°.



Ked'ze BAM obraz je vysledkom zmeny indexu lomu systému a zvysenia hustoty molekul
na rozhrani, zvySovanie hustoty monovrstvy vedie k jasnejSiemu obrazu. Jasné oblasti na obraze
BAM reprezentuju regiony s vysokou mierou medzimolekularneho usporiadania v monovrstve
atypicky sa oznacuju ako domény. TmavSie oblasti predstavuji menej usporiadané a viac
expandovane fazy monovrstvy.

Experimentalna ¢ast’
Uloha

Pomocou Brewsterovho mikroskopu zobrazte a identifikujte jednotlivé fazy pri kompresii lipidu
DPPC a kyseliny stearovej.

Pristroje a pomdocky

LB vanicka, rukavice, Wilhelmov pasik, pocita¢, kadicky, odsavacka, striekacka s pevnou
ihlou (typu Hamilton), Brewsterov mikroskop.

Chemikalie

Destilovana voda, lipid - dipalmitoyl fosfatidylcholin DPPC, chloroform.

Popis a nastavenie BAM

Na meranie je pouzity Brewsterov mikroskop Nima microBAM [3] s fixovanym uhlom
dopadu 53°. Meracia konfiguracia je schematicky zndzornena na obr. 2. Zdroj dopadajiceho svetla
je HeNe laser s vykonom 20mW a vinovou dizkou 659 nm. Fixovany polarizator preptsta p-
polarizovany 1G¢. Rozlisenie obrazu je 12 pm horizontalne v strede obrazu, vel’kost’ zobrazovanej
plochy je 3600 x 4000 um. Poloha USB kamery s rozlisenim 640 x 480 pixelov je fixne nastavena
vo vnutri systému. Obraz sa zaostruje posunom hlavy BAM vo vertikalnom smere.
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Obr. 2: Schematické znazornenie konfiguracie merania s BAM.



Pre meranie treba nastavit’ meraciu hlavu BAM nad oblast’ LB vanicky, ktord chceme
pozorovat’ (meraniec na LB vanicke je popisané v Ulohe ¢. 1). Umiestnime pod fu antireflexné
Cierne sklo tak, aby sa jeho hranaty okraj nachadzal priamo pod vertikdlnym zarezom na hlave
BAM, takze jeho klinova ¢ast’ bude priamo v drahe 1uca (klinova ¢ast’ musi smerovat’ k telu
mikroskopu). Cierne sklo absorbuje 1G&, prechadzajici do vnutra kvapaliny (viac ako 99%).
Takymto spdsobom zabranuje tejto Casti luca, aby sa odrazala naspat’ do detektora a zaroven
obmedzi ndhodnu difrakciu od okolia. Teraz je mozné naplnit’ vani¢ku vodou. Spustime ovladaci
program BAM a pomocou neho nastavime naklonenie hlavy BAM do vodorovnej polohy.
Skrutkou v stojane mikroskopu doladime polohu hlavy tak, aby bola bublinka vo vodovahe
v strede kruhu. Toto nastavenie je potrebné pre dosiahnutie spravneho uhla dopadu la¢a na
hladinu. Po zapnuti lac¢a klI'aCom otvorime uzéver oto¢enim gombika na hlave. Mali by sme vidiet’
Cerveny la¢. Spustime software pre snimanie videa z CCD kamery. Nakoniec nastavime spravnu
vysku hlavy BAM nad hladinou. Pri nej by mal byt cely obraz vyplneny signalom. Ak vidime len
vysek kruhovej oblasti, treba zmenit’ nastavenie vysky.

Priklad zobrazenia monovrstvy kyseliny stearovej po¢as LB kompresie pomocou BAM [4]:
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Obr. 3: LB izoterma kompresie kyseliny stearovej, T = 23°C.



A B C

Obr. 4: Snimky BAM jednotlivych faz pri kompresii kyseliny stearovej na vodnej hladine pre
izotermu z obr. 3:

A) kondenzovana kvapalna faza (m = 15 mN/m) — ¢ierna plocha je vodna hladina, za¢inaju sa
vytvarat’ spojité Struktiry vznikajicej monovrstvy; B) pevna faza (= = 35 mN/m) — suvisla
monomolekulérna vrstva s niekol’kymi defektami v podobe malych dier, ktoré predstavuju

menej ako 5% plochy; C) stav po kolapse vrstvy (plocha < 17 A/molekulu) — teste pred
kolapsom zmizn( defekty a vrstva zabera cely povrch hladiny. Pri malom zvyseni
povrchoveho napdtia vrstva kolabuje, monovrstva sa ldme a jednotlivé kryhy sa za¢nt
nakladat’ na seba.
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