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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 udstreekning til at afbillede nanostrukturer pa overflader. |
Igbet 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 vaere 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 veere 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.

Risikovurdering

| Iebet af gvelsen g@r vi brug af Nanosurf Easyscan 2 AFM’er med tilhgrende stgdabsorberende
platform, controller og PC med Nanosurf Easyscan 2 software. Der males pa forskellige prover,
herunder en kalibreringsprgve i silicium, stykker af en CD og/eller DVD samt andre prgver sa som
har, blade, aluminiumsfolie eller harmlgse, udtgrrede bakterier. Ingen af disse dele udggr en risiko
for eleverne, men man kan risikere at gdelaegge udstyret og eller prgver, hvis ikke dette behandles
forsigtigt. Derfor skal man undgar at AFM’erne udsaettes for pludselige stgd, og samtidig bgr prg-
verne kun bergres ved hjaelp af en pincet, det fedt fra fingrene kan seette sig pa prgverne og gde-
legge nano- og mikrostrukturen pa de overflader, vi vil undersgge.

Introduktion

Princippet bag AFM bygger pa, at man ved hjalp af en meget spids nal (tip), der er monteret pa en
fri ende af en fleksibel, fa hundrede mikrometer lang bjzelke (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. Pa 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 hjaelp af et detektionssystem baseret pa refleksion af laser lys pa bagsiden af kantileveren kan
man male bevaegelsen af kantileveren (og dermed tippen) med god preaecision og omsatte bevae-
gelsen til en hgjdeprofil. Det reflekterede laserlys fra bagsiden af kantileveren rammer en fotodiode-
detektor opdelt i fire kvadranter, og ved hjaelp af dette signal opbygges et billede af overfladen linje
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for linje, og man opnar et hgjtoplgst digitalt billede, der viser topografien (formen) af overfladen
(figur 1la+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.

4 quadrant
photo detector

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 1A =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/trakker 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 pracision 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 udstreekning er afggrende
for AFM’ets oplgsningsevne. Kantilevere fremstilles naesten udelukkende af silicium, da dette har
passende mekaniske egenskaber. Ved hjzelp 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 bevaegelser, eftersom kan-
tileveren og de indre elektroniske komponenter er meget modtagelige overfor stgd og let pdelaeg-
ges.

Nar en prove skal placeres i AFM’et, traekkes den lille magnetiske metaldisk ud, og prgven 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 nserme 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 tzet pa prgven, uden at den rgrer overfladen. Du ma ikke
lade scanner-hovedet komme for taet pa prgven, da dette vil gdelsegge motoren — hellere lidt for
stor end for lille afstand. For at sikre at pr@ven 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 kan-
tileveren fra siden.

Figur 2. a) Easyscan 2 AFM scanner-hovedet set fra oven. De tre skruer, der bruges til at tilnaerme 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.




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 hjzalp. 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 veek fra prgven igen (der ma ikke flyttes pa
proven uden fgrst at haeve kantileveren). Kantileveren haves 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 haves manuelt
ved at skrue pa de tre skruer vist pa figur 2a. Metaldisken kan sa traekkes vaek fra scanneren, og
preven placeres isin holder vha. en pincet. AFM’et er nu klar til at en ny prgve, som igen kan placeres
pa metaldisken.

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 ma 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: shd-INANOGUEST

Kode: NANOscience-1590

Aben Nanosurf, som ligger pa skrivebordet. Det kan hjaelpe at lave en mappe, hvor du kan gemme
dine AFM-billeder. Nar programmet er abent, skal der vaelges 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 afheenger 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 langsomt, og du burde kunne hgre motorens bevagelse 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 fortaller dig, nar tippen har kontakt med overfladen. Tryk pa Start for at begynde scan-
ningen. 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 contact 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 skeermen. 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 folge
trace/retrace profilerne under billederne (spgrg gerne en studerende om hjalp, 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 stgrrelsen af billederne ved hjelp af detaljer med kendt stgrrelse. For at
gore dette, kan du male laengderne 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 kalibreringsprgve

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). For at gemme
et billede, tryk Finish inden billedet er faerdigscannet, tryk derefter Capture, hvorefter bil-
ledet skulle dukke op i et nyt vindue i programmet. | kan nu gemme billedet pa PC’en med
gem-knappen gverst til venstre. Foretag tre malinger (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:

K _ Referenceafstand
kali =™~ Malt afstand

Referenceafstandene kan findes pa figur 5.

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

Wcson

Quter area size = 1 x 1 mm
Structure pitch 10 ym, 1%

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

Figur 5. Diagram af kalibreringsprgven som benyttes under kalibrering.
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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 6). 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 g@res 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) Datai form af overgangen fra “bump” til “land” lzeses ved hjeelp af en fokuseret laserstrale.
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 = 1.567?

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 leeseretning

Polykarbonat plastik

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

Figur 6. Oversigt over strukturen af en CD og hvordan den aflaeses i en CD-afspiller.




Kraftkurver — mekanisk stivhed

Man kan undersgge en prgves hardhed eller mekaniske stivhed ved
hjeelp af AFM’et. Den nemmeste made at ggre dette med et AFM er at
male kraftkurver som viser cantileverens afbgjning som funktion af z-
afstand. Dvs. at man i princippet bare presser AFM-tippen lidt ned i
preven og ser hvor kraften cantileveren bgjes bagover — lidt ligesom
nar man prikker til noget med sin finger for at maerke hvor hardt eller
blgdt noget er. Man starter med en afstand lidt veek fra prgven, se fi-
gur 7a, og nar man sa sanker cantileveren mod prgven, vil den pa et
tidspunkt blive trukket mod overfladen som vist i figur 7b. Seenker
man cantileveren yderligere, presses den mod prgven og afbgjes, se
figur 7c. Veer opmaerksom! Saenkes den for meget, kan den knaekke.
Nar man traekker veek fra prgven igen, vil tippen ofte have haftet sig
lidt fast til pr@ven, som vist i figur 7d. Til sidst vil tippen dog give slip
som vist i figur 7e.

1) Klik Withdraw for at fjerne tippen fra prgven.

2) Neerm jer nu prgven blidt ved at sendre set-point til 3-5 nN og
klik Approach.

3) Tryk pa Spectrocopy i nederste venstre hjgrne af programmet
for at skifte til kraftkurve-tilstand.

4) Velg en Start Offset pa -400nm og en Range pa 600nm. Tjek
at enhederne er de rigtige. Forkerte vaerdier kan knaekke canti-

leveren. Figur 7. AFM
5) Ved at trykke Start, vil cantileveren nu fgrst naerme sig prgven,  spektroskopi. a)-e) viser
presse mod den for til at sidst at fjerne sig igen. tippen i forskellige

positioner i forhold til
prgven

6) Programmet skulle gerne vise en kraftkurve som den i figur 8
herunder. Spgrg gerne instruktoren, hvis ikke det ser sadan ud.

File Acquisition Analysis Settings

54 Measure Length % Correct Background Ry Calculate Line Roughness T+ Apply Gliteh filter Create Cross-5Section )
=+ a B
ID Measure Distance | “3° Correct Scan Line Levels | B Calculate Area Roughness | “%* Apply Noise filter Cut Out Area
2 o

D Mew Report @
"B Add Measurement
|ﬁ Apply Template

Report
AR Measure Angle =

Script

Figur 8. En typisk kraftkurve malt i Nanosurf softwaren.




7) Klik nu pa Capture og Save for at gemme kraftkurven som en .nid fil.

8) For at analysere kurven, veelg da Analysis fanen gverst og klik pa Measure Length. Mal
langs den sorte kurve som vist i figur 8 og notér Width og Height som star til hgjre i pro-
grammet. Disse to vaerdier kan bruges til at beregne haeldningen pa kraftkurven, som be-
skriver hvor meget cantileveren afbgjes, nar tippen presses ned i prgven.

9) Gentag malingen flere forskellige steder pa prgven. Husk at fjerne tippen fra overfladen
med Withdraw og Retract for i flytter pa prgven.

10) Hvis tid, sa bed om en litografi-prgve der bestar af en blgd polymer coating og sammenlign
kraft vs. afstands-kurver. Hvad kan | sige om prgvens hardhed?

AFM af bakterier — topografi og egenskaber af biologisk materiale

1) Fjern kalibreringsprgven: Dette gg@res 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 eninstruktgr 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 prgven pa ny (evt. med skruerne hvis afstanden er stor), og derefter klik Ap-
proach.

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

paent billede og tag et par billeder af prgven.




	Formål
	Risikovurdering
	Introduktion
	Eksperimentelt setup
	Nanosurf-software
	Billedanalyse med Gwyddion
	Opstart og måling af kalibreringsprøve
	AFM af CD – hvordan opbevarer man data?
	Kraftkurver – mekanisk stivhed
	AFM af bakterier – topografi og egenskaber af biologisk materiale

