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couplage de la microscopie à force
atomique (afm) et de la spectroscopie

infrarouge (ir) : afm-ir
publié le 05.10.22  |par lucas henry 

ce premier article du dossier l 'afm-ir : présentation et exemples d'application
explique le principe de cette technique, développée il y a une quinzaine d'années.

1. introduction
la spectroscopie infrarouge (ir) est une technique d’analyse couramment util isée. elle
permet de sonder les vibrations moléculaires d’une large variété d’échantil lons,
permettant ainsi d’identifier des fonctions chimiques particulières. la spectroscopie ir
est souvent couplée a ̀  la microscopie optique, on l’appelle alors microspectroscopie
infrarouge. elle permet de réaliser des mesures localisées dans l’espace, mais
l’ inconvénient majeur de la micro-spectroscopie infrarouge est sa résolution l imitée
(entre 3 et 10 μm), due à la diffraction de la lumière .

i l  y a une quinzaine d'années, une nouvelle technique, appelée afm-ir, a été développée
et brevetée par alexandre dazzi, professeur à l’ institut de chimie-physique de
l’université paris-saclay. elle permet de coupler la résolution spatiale de la microscopie
à force atomique (afm) et la capacité d'analyse chimique de la spectroscopie infrarouge
(ir). cette technique permet de localiser des composés grâce à leur signature ir avec une
résolution qui est celle de l 'afm, de l 'ordre de la dizaine de nanomètres. cette technique
offre ainsi la possibil ité de réaliser de l ' imagerie chimique en traçant des cartes
d'absorption dans l ' ir à une longueur d'onde donnée. elle permet aussi d'enregistrer des
spectres infrarouge locaux en des points fixes. sur la figure 1, des spectres de
polystyrène obtenus par afm-ir sont comparés à des spectres obtenus classiquement en
spectroscopie ir à transformée de fourier (ft-ir).  
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figure 1 - comparaison de
spectres de polystyrène
obtenus par afm-ir (rouge) et
ft-ir (bleu).
reprinted with permission from
dazzi, a. and prater, c.b., afm-
ir :  technology and applications
in nanoscale infrared
spectroscopy and chemical
imaging, chemical reviews  2017
, 117 (7), 5146– 5173.
copyright 2017 american
chemical society.
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2. effet photothermique
l 'équipe d'alexandre dazzi a particulièrement util isé cette technique pour cartographier
des systèmes biologiques à l 'échelle de la cellule unique en réalisant des cartes de
composés endogènes[1] (adn, protéines, l ipides, virus) dans des échantil lons
biologiques (cellules, bactéries). avec l 'équipe de clotilde policar, professeure au
laboratoire des biomolécules à l’école normale supérieure, i ls ont aussi montré en 2011
la possibil ité de cartographier des molécules exogènes (c'est-à-dire venant de
l’extérieur) internalisées après incubation (voir le 2ème  article du dossier).
cette technique met à profit l 'effet photothermique. un échantil lon d'intérêt est
il luminé, grâce à un laser ir pulsé, à une longueur d'onde correspondant à une bande
d'absorption de l 'objet à imager. lorsque l 'onde ir est absorbée par une molécule, celle-
ci passe dans un état vibrationnel excité. la seule dissipation d’énergie est alors
thermique : c'est l 'effet photothermique, qui se traduit par une augmentation locale de
la température. ce phénomène provoque une dilatation instantanée locale et une
déformation de l’échantil lon, que l 'on détecte en afm-ir par la pointe afm. la dilatation
thermique augmente jusqu'à la fin de l ' impulsion laser : la pointe afm subit un choc et le
levier se met alors à oscil ler selon ses modes propres. puis la température de
l'échantil lon décroît de manière exponentielle jusqu'à atteindre la température
ambiante, à une vitesse qui dépend des propriétés thermiques de l 'échantil lon (figure
2). le levier revient au repos avant une nouvelle impulsion du laser qui opère à une
fréquence de 1 khz à 1 mhz selon le laser.
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figure 2 - évolution de la
température de l 'échantil lon
(en rouge) i l luminé par une
impulsion laser (en bleu), dans
le cas où la dilatation
thermique est plus longue que
l' i l lumination par le laser.
l 'augmentation de température
est l inéaire durant l ' impulsion
puis décroît de manière
exponentielle.
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l 'analyse des oscil lations du levier permet de déduire l 'absorption locale de
l'échantil lon. l 'amplitude de ces oscil lations est directement l iée à la quantité de
radiations infrarouge absorbées par l 'échantil lon. ainsi, les spectres d'absorption
obtenus par cette technique sont similaires à ceux obtenus en transmission (ft-ir), car la
technique afm-ir mesure la même chose - à savoir la quantité de lumière absorbée -
comme indiqué figure 1.

la vidéo ci-dessous i l lustre le processus mis en jeu (consulter celle-ci entre les instants
0:32 et 1:24).

 

effet photothermique et technique afm-ir
anasys instruments

3. dispositifs
trois appareils, commercialisés par la société bruker, existent actuellement. dans le
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premier, appelé nanoir1, l 'échantil lon est monté sur un prisme en séléniure de zinc
(znse), transparent au rayonnement infrarouge, afin qu'i l  puisse être excité par une
onde évanescente[2] à un angle de 45° par rapport à la surface. comme pour la
technique atr (réflexion totale atténuée), l 'échantil lon est i l luminé en réflexion totale
interne (figure 4). l 'échantil lon peut aussi être préparé sur une lamelle de fluorure de
calcium (caf2), transparente elle aussi dans l ' ir,  que l 'on met au contact du prisme : cela
est plus simple pour préparer certains échantil lons, comme ceux de cellules en culture.

figure 3 - représentation
schématique du dispositif
nanoir1
l' instrument util ise une source
laser infrarouge pulsée fondée
sur un oscil lateur paramétrique
optique (opo). si la longueur
d'onde du laser correspond à
une bande d'absorption en
infrarouge, la lumière absorbée
induit un effet photothermique.

licence : reproduit avec
autorisation source : 
microscopy and analysis 24, 5-
8(spm) (2010)  

différentes sources peuvent être util isées : le rayonnement synchrotron, un laser
constitué d'un oscil lateur paramétrique optique (opo), ou un laser à cascade quantique
(qcl) qui est un laser à semi-conducteur. la source opo (4000-1000 cm–1) permet
l'observation d'échantil lons de l 'ordre de 50 à 100 nm de large, avec une résolution
spectrale de l 'ordre de 4 à 8 cm–1.  une pulsation de 5 à 20 ns est produite avec une
fréquence de 1 khz maximum. la durée de la pulsation et le temps de relaxation associé
à la diffusion thermique sont inférieurs au temps de réponse du levier (10-50 µs). la
fréquence de 1 khz correspond à une excitation du levier toutes les 1 ms. étant donné
que le levier retourne à sa position initiale au bout de 0,5 ms, chaque pulsation agit de
manière indépendante sur le levier, comme expliqué plus haut.

la source qcl peut émettre de l ' infrarouge moyen à l ' infrarouge lointain (1960-890 cm–1)
avec une résolution spectrale inférieure à 0,5 cm–1.  bien que sa plage de nombres
d'onde accessibles soit plus l imitée, le laser qcl est très intéressant pour l 'afm-ir car i l
possède une fréquence de tir ajustable de 0,1 hz à 2 mhz. ainsi, i l  est possible de
synchroniser la fréquence de tir du laser avec les fréquences de résonance du levier :
c'est ce qu’on appelle le mode résonant. avec ces conditions, le levier oscil le de manière
continue à la fréquence choisie, ce qui produit une excitation bien plus efficace et par
conséquent permet d'obtenir une meilleure sensibil ité (d’au moins un ordre de
grandeur).

les inconvénients du nanoir1 sont que ce dispositif n'est optimal que pour des
échantil lons de moins de 1 µm d'épaisseur s' i ls sont montés sur le prisme de znse (mais
sans l imite d'épaisseur sur lamelles de caf2) et qu'une bonne adhésion de l 'échantil lon
au prisme ou aux lamelles de caf2  est nécessaire car l 'util isation se fait en mode
contact : la pointe appuie légèrement sur la surface et l’appareil mesure la déviation
pour donner la hauteur de l’échantil lon. la pointe risque donc d'entraîner un échantil lon
qui a une mauvaise adhérence.
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figure 4 - i l lustration du dispositif mis
en œuvre dans les appareils nanoir2 et
nanoir3
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récemment, deux nouveaux dispositifs, appelés nanoir2 et nanoir3, permettant une
illumination directe par le laser par le dessus, ont été développés (figure 5). un de ses
avantages est qu'i l  possède, en plus du mode contact résonant, le mode tapping ,  c’est-
à-dire que le levier vibre à sa fréquence propre de résonance et son amplitude
d’oscil lation diminue au contact de l’échantil lon. ce mode est idéal pour des échantil lons
épais ou pour des nanoparticules qui peuvent se déplacer sous la pointe en mode
contact (voir le 3ème  article du dossier).
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