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Formal

Formalet med denne gvelse er at give en introduktion til Atomic Force Microscopy (AFM), som er
en mikroskopimetode, der bruges i vid udstraekning til at afbillede nanostrukturer pa overflader. |
lgbet af gvelsen foretages to typer af malinger med AFM’et. Fgrst laves en kalibrering af mikrosko-
pet, hvorefter der kan foretages scanninger af en prgve. Prgven vil veere en CD, og efter at have
foretaget malinger af denne, er det muligt at skifte til en anden prgve. Denne prgve kan vaere selv-
valgt/medbragt (eksempelvis et blad, et har, en fluevinge) eller vaere en prgve, vi har til radighed pa
iNANO (sasom en sommerfuglevinge) — den skal blot vaere flad og mulig at satte pa en overflade,
f.eks. glas/mica.

Introduktion

Princippet bag AFM bygger pa, at man ved hjzlp af en meget spids nal (tip), der er monteret pa en
fri ende af en fleksibel, fa hundrede mikrometer lang bjelke (kantilever, se figur 1b) kan "fgle”
overflader og derved afbillede dem (figur 1a). Nar tippen scannes henover en overflade, vil kantile-
veren bgjes, saledes at tippen fglger overfladens konturer. P4 denne made “fgler” kantileveren
overfladens struktur pa samme made som en blind person laeser blindskrift. Maden hvorpa tippen
feler overfladen er via kraftpavirkningen mellem overfladen og tippen - deraf navnet Atomic Force
Microscopy.

Ved hjalp af et detektionssystem baseret pa refleksion af laser lys pa bagsiden af kantileveren kan
man male bevaegelsen af kantileveren (og dermed tippen) med god preecision og omsatte bevae-
gelsen til en hgjdeprofil. Det reflekterede laserlys fra bagsiden af kantileveren rammer en fotodiode-
detektor opdelt i fire kvadranter, og ved hjalp af dette signal opbygges et billede af overfladen linje
for linje, og man opnar et hgjtoplgst digitalt billede, der viser topografien (formen) af overfladen
(figur 1a+c).

Der er forskellige mader at afbillede en overflade med AFM pa. Den simpleste made er den sakaldte
”contact mode”, hvor tippen bringes i fysisk kontakt med overfladen. Normalt udfgres contact mode
AFM ved konstant kraft (constant force mode), hvor et tilbagekoblingskredslgb (feedback system)
kontrollerer tippens hgjde over overfladen under scanningen, saledes at afbgjningen (og dermed
kraften) er konstant. Bevaegelsen af tippen kan sa omsaettes til et digitalt billede af overfladens
struktur.
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Figur 1. Princippet bag AFM. a) Typisk AFM-design [kilde: Wikipedia]. b) Et mikroskopibillede af en cantilever og tip
[kilde: www.nanoworld.com]. c) Igangvaerende AFM topografi scanning der viser topografien (gverste til venstre), de-
flektionen/afbgjning af kantileveren (gverst til hgjre), samt linjeprofilerne (trace/retrace) for den linje, der bliver scan-
net (nederst).

Alternative metoder til contact mode AFM er “tapping mode” og “non-contact mode”. Her oscillerer
cantileveren over overfladen, sa den enten "tappes” hen over overfladen og dermed rgrer den, eller
overhovedet ikke rgrer overfladen. Forskelle i topografien pa overfladen vil resultere i en @&ndring i
amplituden af oscillationen af kantileveren, som derved kan bruges til at afbillede overfladen. Disse
modes er ideelle for mere skrgbelige og blgde prgver, f.eks. mange biologiske prgver.

For at kunne opna hgj oplgsning med AFM er det vigtigt, at tippen er meget skarp. Ikke nok med det
skal man ogsa kunne kontrollere dens position med enorm stor praecision (helst bedre en 1 A=0,1
nm). Til dette formal benyttes en motor lavet af piezokeramiske materialer (set som xyz-stage pa
figur 1a). Piezokeramiske materialer har den egenskab, at de udvider/traekker sig sammen, nar de
palaegges en spaending. De materialer, der typisk benyttes i et AFM, har en udvidelseskoefficient pa
ca. 2 nm/V hvilket ggr det muligt at opna en praecision pa <1 A, hvis blot spandingen kontrolleres
med en praecision pa <50 mV. Scannemotoren opbygges, sa positionen af kantileveren kan kontrol-
leres i alle tre dimensioner. X- og y-positionen flyttes for at scanne et omrade linje for linje, mens
bevaegelse i z-retningen bruges til at bevare en konstant kraft (og derved afstand) mellem tippen og
overfladen.

Kantileveren er en meget vigtig del af AFM’et, da dens egenskaber i vid udstrakning er afggrende
for AFM’ets oplgsningsevne. Kantilevere fremstilles naesten udelukkende af silicium, da dette har
passende mekaniske egenskaber. Ved hjalp af setsning og elektronlitografi er det muligt at produ-
cere kantilevere med en laengde pa ~200-450 um og en bredde pa ~50 um, som benyttes i denne




gvelse. Kantilevere kan have mange forskellige former og dimensioner. Et mikroskopibillede af en
typisk kantilever kan ses pa figur 1b.

Eksperimentelt setup

Vi bruger AFM’erne fra Nanosurf kaldet Easyscan 2. Easyscan 2 AFM’erne kan bruges til at male
topografien af en overflade pa mikrometer-skalaen. AFM’et placeres forsigtigt pa den tilhgrende
holder pa bordet. Det er meget vigtigt, at AFM’et ikke oplever pludselige beveegelser, eftersom kan-
tileveren og de indre elektroniske komponenter er meget modtagelige overfor stgd og let gdelaeg-
ges.

Nar en prgve skal placeres i AFM’et, traekkes den lille magnetiske metaldisk ud, og pr@gven placeres
vha. en pincet pa metaldisken. Derefter kan metaldisken med prgven skubbes ind under scanner-
hovedet (figur 2c). Efter at have placeret prgven pa metaldisken under scanner-hovedet, benyttes
de tre skruer til at neerme sig prgven (figur 2a) ved at dreje dem forsigtigt og lidt af gangen pa skift
mod urets retning (figur 2b), mens der holdes gje med afstanden mellem kantilever og prgve fra
siden af AFM’et. Du skal have kantileveren taet pa prgven, uden at den rgrer overfladen. Du ma ikke
lade scanner-hovedet komme for teet pa prgven, da dette vil gdelaegge motoren — hellere lidt for
stor end for lille afstand. For at forsikre, at prgven er i den rigtige position, bruges de to linser pa
toppen af scanner-hovedet. Linsen til venstre viser kantileveren fra toppen, mens linsen til hgjre
viser kantileveren fra siden.

Som vist pa figur 3b har kalibreringsprgven pile, som dirigerer dig til det rigtige omrade pa prgven.
Brug de to linser til at holde gje med kantileveren og prgven undervejs. Hvis du ikke laengere kan se
kantileveren eller er usikker, sa spgrg en studerende om hjalp. Hvis du kun kan se overfladen, men
ikke kantileveren, kan kantileveren veere beskadiget. Nar kantileveren er relativt teet pa overfladen,
kan malingen begynde. Malingerne styres fra softwaren pa computeren og er beskrevet i det naeste
afsnit, ”Nanosurf software”.

Efter at have malt pa prgven skal kantileveren traekkes vaek fra prgven igen (der ma ikke flyttes pa
pragven uden fgrst at haeve kantileveren). Kantileveren haeves ved at trykke Withdraw, lade moto-
ren kgre op, og derefter holdes Retract nede, indtil der er en vaesentlig afstand mellem kantileveren
og prgven (man kan ogsa trykke Withdraw = Home). Derefter kan scannerhovedet haeves manuelt
ved at skrue pa de tre skruer vist pa figur 2a. Metaldisken kan sa treekkes vaek fra scanneren, og
prgven placeresisin holder vha. en pincet. AFM’et er nu klar til at en ny prgve, som igen kan placeres
pa metaldisken.




Figur 2. a) Easyscan 2 AFM scanner-hovedet set fra oven. De tre skruer, der bruges til at tilnserme sig prgven, er
markeret med hvide cirkler. De to linser kan ses i bunden. b) Diagrammet viser hvilken retning, man skal skrue for at
bevaege AFM’et op og ned. b) AFM scannerhovedet set fra siden. Dette er ca. den afstand man skal skrue AFM’et ned
til prgven.

Figur 3. Billeder gennem de to linser pa AFM’et som kan bruges nar der skrues pa de tre skruer. a) Kantileveren set fra
oven gennem den venstre linse. b) Kantileveren set fra siden gennem den hgjre linse. Du kan se bade kantileveren og
dens skygge, som skal vaere taet pa hinanden, men ikke at rgre hinanden.

Nanosurf-software

For at male pa en prgve med AFM’et, benyttes softwaren Nanosurf. Tjek at AFM’et er forbundet til
kontrolmodulet pa bordet (den aflange, orange kasse) og at modulet er taendt. Teend computeren
og log ind som gaest:

Bruger: INANOGUEST
Kode: Sciencel590

Aben Nanosurf, som ligger pa skrivebordet. Det kan hjzlpe at lave en mappe, hvor du kan gemme
dine AFM-billeder. Nar programmet er abent, skal der veelges indstillinger: Vigtigst er at sgrge for,
at der scannes i det gnskede mode og at der er valgt den rigtige kantilever (Static Force + XYCONTR
for contact mode AFM; dynamic force + NCLR for tapping mode). Der vaelges desuden billedstgrrelse




og setpoint (konstant kraft), hvilket afhaenger af prgve. Det er ofte praktisk at starte med et relativt
stort billede, f.eks. 50 um. Derefter trykkes der pa Approach (se figur 4). Tippen begynder nu at
naerme sig overfladen langsom, og du burde kunne hgre motorens bevaegelse fra instrumentet. Hvis
du ikke kan hgre motorens bevaegelse, er du muligvis kommet for teet pa prgven. Tryk pa Home for
at komme vak fra overfladen igen og begynd at tilnserme dig prgven med tippen pa ny. Et pop-up
vindue forteeller dig, nar tippen har kontakt med overfladen. Tryk pa Start for at begynde scannin-
gen. Up og down knapperne dikterer i hvilken retning, der scannes. Scan-billedet til venstre er oftest
sat til at vise topografien, mens scan-billedet til hgjre oftest viser afbgjningen af kantileveren i con-
tact mode eller amplituden i tapping mode.

Stgrrelsen pa billedet, scan-hastigheden og punkter pr. linje kan s&endres ved at bruge baren pa ven-
stre side af skaermen. Ved at bruge I-gain og P-gain kan du kontrollere, hvor hurtigt tippen reagerer
pa objekter pa overfladen og dermed forbedre billedet. Der er ikke nogen faste vaerdier for gains,
da det afhaenger af bade kantilever, prgve og mode, sa det bedste er at prgve sig frem og fglge
trace/retrace profilerne under billederne (spgrg gerne en studerende om hjaelp, da det ikke altid er
ligetil at justere parametrene). Nar du er tilfreds med et AFM-billede skal du trykke Capture for at
gemme det. Tryk pa Withdraw - Home, nar du er feerdig med at scanne overfladen for at traekke
tippen veek fra overfladen.
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Figur 4. Overblik over interfacet til softwaren.

Billedanalyse med Gwyddion

Dette er ikke obligatorisk, men nyttefuldt hvis du vil analysere dine billeder efter gvelsesdagen
(f.eks. i forbindelse med SRP eller andre store opgaver).

Du kan downloade Gwyddion gratis til din computer fra www.gwyddion.net. Gwyddion kan bruges
for at abne .nid filerne fra Nanosurf softwaren. Programmet kan bruges til at male laengder pa over-
fladen og til at kalibrere st@rrelsen af billederne ved hjaelp af detaljer med kendt stgrrelse. For at
gore dette, kan du male l&engderne i bade x- og y-retningen i billedet og sammenligne med en kendt
stgrrelse pa kalibreringsprgven. Beregn forskellen i ratioen (kalibreringsfaktoren) og brug change
scale funktionen ved at tilfgje denne kalibreringsfaktor under calibration factor.

Opstart og maling af kalibreringsprove

1)
2)

3)

4)

Taend AFM’et og computeren. (se afsnittet “Nanosurf software”)

Kalibreringsprgven placeres i AFM’et og naermes med kantileveren (se afsnittet “Eksperi-
mentelt setup” i gvelsesbeskrivelsen).

Start scanningen, optag og gem mindst ét billede af kalibreringsprgven fra omradet pa prg-
ven med firkanter (se afsnittet “Nanosurf software” i gvelsesbeskrivelsen). Foretag tre ma-
linger (cross-sections) pa billedet. Bestem hgjden (z) samt perioden af hullerne (x og y).
Beregn tre kalibreringsfaktorer, svarende til de tre dimensioner (x, y og z) fra malingerne af
cross-sections. Kalibreringsfaktoren beregnes som:

Kk B Referenceafstand
kali = Malt afstand

Referenceafstandene kan findes pa figur 1.

SiO2 Layer, height = see box label, +3%

Outer area size = 1 x 1 mm
Structure pitch 10 um, +1%

Inner Area size = 0.5 x 0.5 mm
Structure pitch 5 um, +1%

Figur 1. Diagram af kalibreringsprgven som benyttes under kalibrering.




AFM af CD — hvordan opbevarer man data?

Informationerne pa en CD er lagret som sma huller, der er trykt i et stykke polykarbonat-plastik.
Normalt fyldes hullerne med et reflekterende aluminium-lag og derpa et beskyttende lag lak, og
datastrukturen observeres derfor fra bagsiden ved at fokusere en laser gennem plastiklaget ned
pa de oprindelige huller, der sa fremstar som aluminium-bump (figur 2). Prgverne i denne gvelse
er stykker af CD uden aluminium/lak, og der er derfor adgang til strukturen af hullerne. | denne
opgave undersgges CD’en med henblik pa at bestemme mikrostrukturen af databits samt datataet-
heden.

1) Fjern kalibreringsprgven: Dette ggres ved at klikke Withdraw og derefter holde Retract
nede (eller klik Home) og vente, indtil du ikke kan hgre motoren laengere. Nu kan disken
med kalibreringprgven traekkes ud fra AFM’et, og CD’en kan placeres pa disken i stedet.

2) Tilnaerm dig prgven pa ny, ligesom for kalibreringsprgven.

3) Foretag malinger af CD’en. Scan mindst tre billeder af forskellig stgrrelse.

4) Mal dimensionerne (x,y,z) af strukturerne. Mal afstanden mellem to parallelle spor og peri-
oden af en ”hul-til-bump”-overgang.

5) Data i form af overgangen fra "bump” til ”land” lzeses ved hjzelp af en fokuseret laserstréle.
Datastrukturen opfanges i en fotodetektor ved at stralen enten bliver reflekteret tilbage
eller danner destruktiv interferens pga. hgjdeforskellen mellem "bump” og ”“land” (se figur
2). Hvilken bglgelaengde af laseren er - ifglge jeres malinger - optimal idet brydningsindek-
set for polykarbonat antages at veere n = 1.56?

6) Angiv ud fra den fundne mindste bit-afstand og afstanden mellem to parallelle spor fra
AFM-billederne den totale maengde data, der kan lagres pa en CD. Er den fundne vaerdi re-
alistisk i forhold til det normale data-indhold pa en CD? NB: Den mangde data, der reelt
kan lagres pa en CD, er mindre end den malte kapacitet, da en del af bittene bruges til fejl-
korrektion og tracking af laseren.

Laser + Detektor

9 laeseretning

Polykarbonat plastik

——— Al-lag

«— > <>
2 x bit-afstand mindste bit-afstand

Figur 2. Oversigt over strukturen af en CD og hvordan den aflaeses i en CD-afspiller.




AFM af bakterier — topografi og egenskaber af biologisk materiale

1) Fjern kalibreringsprgven: Dette ggres ved at klikke Withdraw og derefter holde Retract
nede (eller klik Home) og vente, indtil du ikke kan hgre motoren laengere. Nu kan disken
med kalibreringprgven traekkes ud fra AFM’et.

2) Bed en instruktgr om hjzelp til at skifte kantileveren, da | til bakteriene har brug for "Dyna-
mic mode”. Skift derfor fra ”Static Force” til “Dynamic Mode” og veelg kantilever” "
softwaren.

3) Placér glaspladen med bakterier under AFM’et ved at skubbe den forsigtigt ind under.

4) Tilnaerm dig pr@gven pa ny (evt. men skruerne hvis afstanden er stor), og derefter klik Ap-
proach.

5) Find et omrade pa prgven med bakterier. Modificér scanningsparametrene til du far et

pant billede og tag et par billeder af prgven.

Force curves?




