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В нанотехнологии и материаловедении важно получение подробной информации о 
морфологии поверхности образца на субмикронном уровне. Это особенно критично 
при анализе химических соединений внутри клеток и тканей при биологических и 
медицинских исследованиях. Развитие фармацевтики, в частности, совершенствова-
ние оболочек таблеток или капсул, также требует максимального объема информа-
ции о химических свойствах и структуре используемых материалов. 

Контроль и измерения 

Для получения изображе-
ния наночастиц и анализа 
структуры и свойств их ком-
понентов используются раз-
личные методы, включая флу-
оресцентную и электронную 
микроскопии в сочетании с 
энергодисперсионным рентге-
носпектральным анализом и 
электронным микрозондиро-
ванием. 

Часто это разрушающие ме-
тоды анализа, которые требу-
ют значительных трудозатрат 
по подготовке образца. Важно 
и то, что для реализации упо-
мянутых методов, как прави-
ло, необходим вакуум, в том 
числе глубокий, что наклады-
вает серьезные ограничения 
при исследовании, например, 
влажных или дегазированных  
образцов. 

Иногда эти методы вызыва-
ют также структурные изме-
нения.

Методы конфокальной ра-
мановской (КР) и/или атомно-
силовой микроскопии (АСМ) 
позволяют выполнять измере-
ния при обычных условиях и 
дают возможность преодолеть 
вышеназванные недостатки и 
провести структурный и ком-
позиционный анализ образца 
перед возможным применени-
ем разрушающих аналитичес-
ких методов.

Рамановский эффект  
и его применение  

в микроскопии
В рамановской спектроско-

пии происходит возбуждение 
молекулы и переход из ее ос-
новного квантового состояния 
в колебательное квантовое с 
последующим возвращением в 
исходное. При этом возника-
ет энергетический сдвиг между 
падающим и рассеянным све-
том, являющийся уникальной 
характеристикой каждой мо-
лекулы, что дает возможность 
производить химическую иден-
тификацию соединений в об-
разце. Совмещение рамановс-
кого спектрометра с современ-
ным конфокальным микроско-
пом позволяет добиться про-
странственного разрешения до 
200 нм в поперечном направ-
лении и до 500 нм по верти-
кали. Следует отметить, что в 
данном методе для возбужде-
ния молекул используется ви-
димый свет.

Важно, что детектора дости-
гает только свет из фокальной 
плоскости изображения. Это 
позволяет значительно увели-
чить контраст и повысить раз-
решение. Для устранения вли-
яния отраженного лазерного 
излучения используются спе-
циальные фильтры, а рассеян-
ное рамановское излучение ре-

гистрируется спектрометром 
сочлененным с ПЗС-фотодек-
тором. В таком сочетании вре-
мя, затрачиваемое на получе-
ние рамановского спектра для 
каждого пикселя изображе-
ния, варьируется от 760 мкс до 
100 мс. При объединении отде-
льных спектров на выходе фор-
мируется рамановское изобра-
жение, состоящее из десятков 
тысяч отдельных спектров. 

Изображение, генерируемое 
из мультиспектрального фай-
ла, получается совмещением 
отдельных спектров по одной 
выбранной рамановской ли-
нии или при анализе различ-
ных свойств пика, например, 
полуширины минимумов/мак-
симумов или его положения. 
Конфокальная регулировка 
для прозрачных образцов поз-
воляет осуществлять глубин-
ный анализ и генерировать 3D-
модели.

Сверхбыстрое  
получение изображения
Главный фактор, обуславли-

вающий снижение времени по-
лучения изображения для еди-
ничного рамановского спектра 
до 760 мкс, – совмещение спек-
троскопических ПЗС-детекто-
ров с высокопроизводитель-
ным конфокальным микроско-
пом. Использование такой вы-
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сокочувствительной установ-
ки обеспечивает преимущест-
во при измерениях особо чувс-
твительных и ценных образ-
цов, требующих низких уров-
ней энергии возбуждения. При 
исследовании быстрых дина-
мических процессов, когда вре-
мя анализа – важный фактор, 
быстрое получение изображе-
ния также дает существенное 
преимущество по сравнению с 
другими методами.

Для демонстрации возмож-
ности предлагаемого спосо-
ба с использованием режима 
«сверхбыстрого получения ра-
мановского изображения» на 
конфокальном рамановском 
микроскопе Alpha300 R ком-
пании WITec был проведен 
анализ эмульсии. 

Как известно, эмульсии иг-
рают важную роль в различ-
ных технологических процес-
сах, например, в пищевой и 
фармацевтической промыш-
ленности. 

На рис.1а представлено ра-
мановское изображение сме-
си масла, воды и парафино-
вого углеводорода, выведен-
ное с использованием цвето-
вого кода. Соответствующий 
рамановский спектр показан 
на рис.1б.

Автоматизированное  
исследование больших  

образцов
     Систематические и рутин-

ные исследовательские задачи, 
связанные с многократно пов-
торяющимися измерениями 
или большим количеством ис-
следуемых точек, а также высо-
коуровневый контроль качест-
ва, в значительной мере выиг-
рывают от использования ав-
томатизированного и быстро-
го измерительного инструмен-
та, который при меньших вре-
менных затратах обеспечива-
ет высокую чувствительность. 
По сравнению с другими ме-
тодами, конфокальная рама-
новская спектроскопия дает 
возможность за один и тот же 
промежуток времени измерить 
большее количество образцов 
или снизить суммарную про-
должительность эксперимен-
та, что позволяет в ускоренном 
темпе выполнять циклы иссле-
дований.

Следует отметить, что ис-
пользование автоматизирован-
ной системы получения изоб-
ражения формирует потреб-
ность в автоматизированном 
отборе образцов, дающем воз-
можность получать для произ-
вольных точек спектры и ра-

мановские изображения, в том 
числе для точек, расположен-
ных внутри образца. При этом 
число точек задается заранее, 
и сам процесс измерения в ре-
жиме «онлайн» не нуждается в 
контроле. 

Для исследований использу-
ется система автоматизирован-
ного управления, позволяющая 
проводить рамановские иссле-
дования больших образцов. 
Возможны также анализ мно-
жества точек и сканирование 
больших площадей. От опера-
тора требуется лишь предвари-
тельно ввести последователь-
ность измерений, которые при-
бор выполнит автоматически.

В самом деле, если необхо-
димо измерить вручную 50 то-
чек на образце, оператор дол-
жен был бы вручную переме-
щать микроскоп в каждую из 
этих рассматриваемых пози-
ций. Система автоматизиро-
ванного управления позволяет 
заранее выбрать 50 точек, ко-
торые будут измерены без его 
участия. Координаты представ-
ляющих интерес точек на об-
разце могут вводиться операто-
ром или загружаться с исполь-
зованием программного обес-
печения (ПО). Чтобы получить 
общее представление о распре-

Рис.1. �Рамановское изображение смеси масло — вода — парафин. Зона сканирования: 
60x60 мкм, 200x200 пикселей, 40 тыс. спектров, время получения изображения  
760 мкс на единичный спектр и 42 с на полное изображение (зеленый цвет — мас-
ло, красный — парафин, синий — вода) (а); рамановский спектр эмульсии масло — 
вода — парафин (б)

а) б)
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делении химических соедине-
ний по образцу, на первом эта-
пе можно провести сканирова-
ние большой площади с после-
дующим, подробным сканиро-
ванием представляющих инте-
рес точек при более высоком 
разрешении.

Ниже приведены данные по 
анализу таблетки ацетилсали-
циловой кислоты (аспирина). 
Чтобы записать спектры с ис-
тинным конфокальным (огра-
ниченным дифракцией) раз-
решением, для каждого пик-
селя изображения использо-
ван прибор Аlpha500 (WITec). 
Диапазон сканирования раз-
бит на 200x100 пикселей, сум-
марная площадь сканирования 

18x9 мм. На рис.2а аспирин по-
казан красным цветом, напол-
нитель — зеленым. Синие учас-
тки могут обозначать другую 
конфигурацию аспирина. Со-
ответствующий спектр показан 
на рис.2г. 

После получения обще-
го изображения сканируемой 
площади Аlpha500 позволяет 
произвести измерение произ-
вольного количества точек на 
таблетке с наибольшим разре-
шением. На рис.2б, в приве-
дены примеры увеличенных 
изображений отмеченных зон. 
На рис.2б площадь сканиро-
вания составляла 1x1 мм, на 
рис.2в – 80x80 мкм при числе 
пикселей 150x150.

Совмещение рамановской 
и атомно-силовой  

микроскопии
При использовании модуль-

ной конфигурации прибо-
ра для исследования рельефа 
поверхности с очень высоким 
разрешением и одновременно-
го получения сведений о хими-
ческом составе образцов (по ра-
мановским спектрам) конфо-
кальный рамановский микро-
скоп простым вращением ту-
рели можно переключить в ре-
жим АСМ, суть которого – ре-
гистрация сил взаимодействия 
между поверхностью и острой 
иглой, закрепленной в канти-
левере. Сканирование образца 
посредством иглы осуществля-

Рис.2. �Рамановское сканирование большой площади для таблетки аспирина. Зона скани-
рования: 19x9 мм, 200x100 пикселей (а); подробное сканирование зоны, отмечен-
ной на рис. 2а, 1x1 мм, 150x150 пикселей (б); более подробное сканирование зоны, 
отмеченной на рис. 2б, 80x80 мкм, 150x150 пикселей (в); соответствующий раманов-
ский спектр (г)

а) б)

в)

г)
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ется с использованием специ-
ального модуля, приводимого в 
движение пьезоэлементом. Для 
получения информации о ре-
льефе используется специаль-
ное ПО, переводящее данные в 
визуальную форму, причем ме-
тод позволяет визуализировать 
структуры с размерами мень-
ше дифракционного предела.

Ниже приведен пример ана-
лиза с применением совмещен-
ного метода рамановской и 
атомно-силовой микроскопии 
чипа динамического ОЗУ фир-
мы Infineon Technologies. Серии 
измерений выполнены для трех 
различных зон чипа. На первом 
этапе для каждого пикселя по-
лучены рамановские спектры, 
на основании которых создан 
их двухмерный массив (150х150). 
Время получения отдельного 
спектра – 10 мс. Таким образом, 
массив, содержащий 22,5 тыс.и 

рамановских спектров, был со-
здан менее чем за 4 мин. Оцени-
вая положение рамановской по-
лосы первого порядка для крем-
ния (520/см), можно получить 
визуальную развертку по меха-
ническим напряжениям, что и 
было сделано для трех выбран-
ных зон (рис. 3а–в).

Как уже отмечалось, прос-
тым вращением турели кон-
фокальный рамановский мик-
роскоп превращается в атом-
но-силовой. Атомно-силовые 
изображения с использовани-
ем программируемой функции 
самонаведения иглы были по-
лучены для тех же зон и точек 
на образце, что и рамановские 
спектры. На рис. 4а—в пред-
ставлены изображения, сфор-
мированные методом АСМ, 
для тех же трех зон на чипе. 
Линейная структура зоны со-
стоит из параллельных бороз-

док глубиной 80 нм 
(рис.4а). Отверстия в 
зонах (рис.4б, в) име-
ют диаметр 300 нм и 
глубину 300 нм.

В целом следует 
отметить, что авто-
матизированная кон-
фокальная рамановс-
кая и атомно-силовая 
микроскопии – мощ-
ный инструмент для 
химического и струк-
турного анализа ге-
терогенных материа-
лов.

Информация о 
химических состав-

ляющих и их рас-
пределении в образ-

це крайне важна как для НИ-
ОКР, так и для контроля качес-
тва в научной и в промышлен-
ной сферах. Создание изобра-
жений методом конфокаль-
ной рамановской микроско-
пии позволяет получить нераз-
рушающим методом данные о 
химических свойствах образ-
цов с самым высоким разре-
шением. Совмещение этого ме-
тода с АСМ дает возможность 
связать информацию о рель-
ефе поверхности с данными 
о химических свойствах. При 
предварительном вводе после-
довательности анализа систе-
ма автоматизированного уп-
равления позволяет произво-
дить измерения в автоматичес-
ком режиме для произволь-
ного количества указываемых 
пользователем точек на образ-
це. Это обеспечивает проведе-
ние комплексного, неразруша-

ющего, оперативно-
го анализа образца 
без непосредствен-
ного контроля со 
стороны оператора.

Все перечислен-
ные факторы явля-
ются существенны-
ми с точки зрения 
быстрого возврата 
вложенных средств, 
ускоренного реше-
ния поставленных 
задач, публикации 
результатов и про-
движения продук-
тов на рынок.

Рис.3.  Рамановское изображение, визуализирующее механические 
напряжения и записанное в автоматическом режиме для трех раз-
личных зон чипа динамического ОЗУ (синий цвет — напряжение 
растяжения, желтый — напряжение сжатия); 150x150 пикселей, 
22,5 тыс. отдельных спектров

а) б) в)

Рис.4. �Рельеф поверхности чипа динамического ОЗУ для поверх-
ностных зон, показанных на рис.3

б) в)а)
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