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|. Kurze Darstellung zu
1. Problemstellung

Organische, biologische, medizinische Oberflachen sind regelmaRig rauh. Sie
missen so wie sie sind mit AFM und SNOM (Nahfeldmikroskopie, scanning near-
field optical microcopy) zerstdrungsfrei vermessen werden, um die wirklich rele-
vanten Informationen zu erhalten. Es war zu prufen, ob ein bisher wenig beachtetes
aperturloses Messprinzip (Rasterscope SNOM von DME, Kopenhagen; Partner FHR
GmbH) mit Reflexion in die unbeschichtete sehr scharfe (Radius < 20 nm)
Lichtleiterspitze in konstantem Scherkraftabstand hierzu geeignet ist. Es gilt die neue
Methode fur Biokompatibilitatsfragen, submikroskopische Histologie (Organellen-
struktur), pathologische Veranderungen von Geweben (Krebsfriherkennung an
frischem Gewebe), Implantatveranderungen (auch Zahnersatzmaterialien), Blut-
beutelveranderungen, usw. verfiigbar zu machen und auf all diesen Gebieten neue
Erkenntnisse zu gewinnen, die mit anderen Methoden nicht erreichbar sind. Ergan-
zend sind weitere lokale Methoden submikroskopisch einzusetzen. Dies betrifft
Fluoreszenz und Raman SNOM, SERS. Die Tauglichkeit ist fir harte und weiche,
bearbeitete und unbearbeitete Gewebe nachzuweisen.

2. Voraussetzungen/vorhandene Techniken

Fur rauhe Oberflachen eignet sich nur das aperturlose SNOM mit Rickreflexion des
Lichts in sehr scharfe (Endradius 10-20 nm) unbedampfte Lichtleiterspitzen die
dauernd im Shear Force Abstand gehalten werden, aber nicht herkbmmliches SNOM
mit breiten und heil3en Aperturen, weil letztere mit der Topographie nicht klarkommen
und Interferenzeffekte aufbauen. Das robuste kommerzielle Gerat nach Abb.1
(RASTERSCOPE SNOM 4000 von DME) mit scharfen Spitzen (Abb. 2, rechts) liefert
simultane AFM und SNOM Bilder. Die Spitze folgt der Topographie in konstantem
Scherkraftabstand (die Shear Force Empfindlichkeit ist Teil des Materialkontrasts)
und gibt keine Stdérung durch Interferenzen oder Temperaturgradienten. Somit ist
das optische Bild, auRer bei extremen Steigungswinkeln, frei von Topographie
Artefakten und liefert nur chemischen Kontrast. Die unter suboptimalen Mess-
bedingungen auftretenden Artefakte (Abweichung vom chemischen Kontrast) sind
leicht erkennbar. Sie wurden detailliert beschrieben und katalogisiert [1]. Die



Unterschiede von metallbedampften und scharfen Tips werden beztglich Tip-
geometrie und 5-10 nm Abstand in maf3stéblichen Bildern deutlich (Abb. 2).

Der Lichtfleck auf der Probenoberflache hat typischerweise einen Durchmesser von 1
pm. Die submikroskopische laterale Auflosung bis unter 15 nm beruht auf erheblicher
Nahfeld-Verstarkung der Reflexion, wenn sich die scharfe Spitze im Scher-
kraftabstand (bei 30% - 60% Damping) befindet, wie das die Anndherungskurve in
Abb. 3 verdeutlicht [1- 4]. Beim ,surface point* wird die Spitze flir die vorsichtige
Annaherung zuriuickgezogen. Die Abb. 3 zeigt den typischen Intensitatsverlauf des
reflektierten Lichts bei der Anndherung einer scharfen Spitze und Abb. 4 den einer
abgebrochenen Spitze. Nur das materialabhangig verstarkte Nahfeldlicht im scan-
Bereich tragt zum optischen Kontrast bei. Der Fernfeldanteil bleibt konstant. Abb. 4
zeigt, dass der Nahfeldeffekt [1- 4] nicht mit stumpfen und abgebrochenen Spitzen
auftritt. Ein Messinstrument kontrolliert die richtigen Messbedingungen zuverlassig.
Die genauere Untersuchung unseres neuen physikalischen Nahfeldeffekts (seit
1995) schiel3t einen Phaseneffekt aus, wie er von Courjon [5] vermutet war und klart
die Abstandsabhéngigkeit fir verschiedenartige Materialien [6]. Die extreme laterale
Auflésung auf glatten Oberflachen ist < 15 nm [6], wird jedoch bei (sehr) rauhen
Oberflachen héaufig nicht bendtigt.

i

Glasfaser, —é_?}\k‘T ‘:
Koppler li 1
it B

v Photodetector
Schwing-
=0 2 Photodiod
otodiode N
AFM

3 optisch und 200 \10o/ 200
xlylz- xly-Vorschub topographisch ‘J /\/\ / q

Piezo z-Steuerung P o
Abb.1. Aufbau des SNOM fur Abb.2. Vergleich von metallbedampften und
rauhe Oberflachen scharfen Spitzen
100 100
scan
surface i
- point
ENN E
2 S L coarse close approach
[s] o (¢
50 o i
;']’ i .E’SO 1 e scan
a |
5 4 surface som
L | coarse close | approach o T point
& E s S
0 L 1 1 1 Il 1 L L 1 L L O 1 " 1 1 L 1 L 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 0 0 20 30 4 50 60
time[s] time(s]
Abb.3. Anndherung mit scharfer Spitze Abb.4. Annaherung mit stumpfer oder

gebrochener Spitze

Die Messspitzen werden routinemaRig auf Endradien von 10-20 nm gezogen
(Micropipette Puller von Sutter Instruments, Novato, CA). Geatzte Spitzen (Endradius
typischerweise 60 nm) sind ungeeignet. Sie sind zu stumpf und brechen so gut wie
immer ab.



Von erheblicher Bedeutung ist die bereits publizierte [1] erschépfende Klassifizierung
von Artefaktmaoglichkeiten, die sofort echten SNOM Kontrast von fehlerhaften Bildern
unterscheidet.

Das aperturlose SNOM ist auch zur lokalen Nahfeldspektroskopie geeignet. Ein
optoakustisches Spektrometer der IFU GmbH mit Faseroptik und single electron
counting ermd@glicht submikroskopische Nahfeldspektroskopie (Fluoreszenz und
Raman).

3. Planung und Ablauf

Das aperturlose SNOM (immer simultan zur Topographie aus kontaktlosem
Scherkraft AFM) fur rauhe Oberflachen wird an mdoglichst verschiedenen fur die
Biologie und Medizin relevanten Oberflachen erprobt. Dies betrifft Bio-Gewebe
(Submikrostruktur, Histologie/Pathologie, Krebsfriiherkennung), harte Bio-Strukturen
(Zzahne, Knochen), Prahistorische Biomaterie (fossile Bakterien, Pyritisierung),
biokompatible Materialien (Zahnlegierungen, Blutbeutel, Implantate), Biomolekil-
nachweis (SERS). Nachweise und Analytik sind mittels chemischem Kontrast und
lokaler Fluoreszenz sowie lokaler Ramanspektroskopie zu fuhren. Dies beinhaltet
auch Wellenlangenvariation bei SNOM. Die Messobjekte waren von den Projekt-
partnern oder durch weitergehende Kooperationen mit befreundeten Kollegen zu
beziehen, denen die Vorteile von SNOM auf rauhen Oberflachen nahezubringen
waren. Der Nachweis der Tauglichkeit von SNOM in allen Teilgebieten war zu
erbringen. Die Interpretation des chemischen Kontrasts war im Zusammenhang mit
den Projektpartnern zu fuhren (Organellen Identifizierungen: z.B. Zellkerne,
Mitochondrien). Das Messverfahren war maoglichst zu vereinfachen fur breitere
routinemaRige Anwendungen, um den preisglnstigsten Spitzen die breite Anwen-
dung zu sichern. Die Moglichkeit akustischer und mechanischer Abstandsregelung
war zu testen.

4. Wissenschaftlich/technischer Stand an den angeknupft wurde

Unser Arbeitskreis beschéftigt sich seit 1995 [2] mit chemischem Kontrast im
optischen Nahfeld unter Nutzung der direkt am Instrument ablesbaren sprunghaft
verstarkten Reflexion in die unbedampfte kalte scharfe SNOM Spitze im Scherkraft-
abstand. Er betreibt ein lichtgesteuertes RASTERSCOPE 4000 SNOM von DME. Die
Kreuzpolarisation zur Empfindlichkeitssteigerung (Abb. 1) und eine schonende
Annaherungstechnik (Grobanndherung mit Rickzug der Spitze sobald Scherkraft
eintritt; anschlielRend wird aus ca. 1 um Abstand langsam angenéhert; Abb. 3) sowie
lichtgesteuerte Abstandsregelung, die dem Bruch der Spitzen entgegenwirken,
waren Stand der Technik und hatten sich bewahrt. Es war gelungen, verschiedene
Typen hydrophiler und hydrophober Oberflachen in hydratisiertem und hydroly-
siertem Zustand mit SNOM zu unterscheiden [7]. Die bereits ermdglichten [8]
technischen Anwendungen mit rauhen industriellen Proben umfassen u.a. lokale
Fluoreszenz und RAMAN Spektroskopie, submikroskopische Messung von Diffu-
sionskoeffizienten, Ausbleichkinetik von Farbstoffen. Es wurde hundertfach bewie-
sen, dass trotz Topographie dann kein optischer Kontrast erhalten wird, wenn auf
einer Oberflache keine chemischen oder physikalischen Unterschiede bestehen und
man kann auch chemisch verschiedene Topographie vergleichbarer Hohe in ein und
demselben Bild mittels chemischem Kontrast unterscheiden. Bei diesem aperturlosen
SNOM Verfahren ist die fur die lokale Spektroskopie zwingende Bedingung der



genauen Ubereinstimmung des chemisch-physikalisch bedingten optischen Kon-
trasts mit der Lage des von seiner Umgebung verschiedenen meist topographischen
Gebildes erfillt.

Der "chemische Kontrast" oder "Materialkontrast” (Rayleigh, Raman, Fluoreszenz,
Absorption, Polarisation, spezifische Shear Force Einfliisse) steht im Gegensatz zum
von Schimmel beschriebenen "Kantenkontrast" [9]. Es gelang auch, im Shear Force
Gap verstarktes Fluoreszenz- und Raman-Licht einzusammeln und mittels Kanten-
filter von der Primarstrahlung abzutrennen, bzw. optoakustisch spektral aufzulésen.
Ersteres betraf durchgefarbte und randgefarbte Fasern in rauhen Mikrotom Schnit-
ten. Es lieBen sich bereits Diffusionskoeffizienten mit unserer SNOM messen und
lokales Photobleichen im pum-MafRstab nutzen. Fluoreszierende 100 nm Farbpartikel,
die in 1 um Polyvidon Harz eingebettet waren und isoliert sowie aggregiert vorlagen,
lieBen sich mit bemerkenswert vielseitigen Beobachtungen charakterisieren. Durch
Vergleich der 10 nm stéarkeren topographischen Gebilde (Ryns = 15.3 nm; H6hen der
Aggregate bis 67 nm) mit den optischen (Nahfeldfluoreszenz) Abbildungen
(Einzelteilchen in der SollgréRe von 100 - 200 nm) konnte die Dicke der transparen-
ten Harzschicht zu 5 nm abgeschéatzt werden [8]. Drei verschiedene farbetechnisch
interessante Arten der Aggregation (linear, dicht, gewinkelt) wurden nur durch SNOM
mit diesen Partikeln gefunden. Im gewinkelten Fall waren die nicht von Farbpartikeln
besetzten Stellen laut AFM offensichtlich mit Harz gefillt. Die lokale Raman-
spektroskopie wurde durch Kombination mit einem optoakustischen Spektrometer
demonstriert. So liel3 sich das lokale Raman Spektrum von Silicium unter einer SiO,
Deckschicht von ca. 5 nm Dicke (ellipsometrisch bestimmt) auflésen. Wir erhielten
nicht nur das Signal von Si bei 519.7 cm™ sondern auch das der SiO, Deckschicht
(500 cm™) [8], welches bei Apertur-SNOM Fernfeld-Raman (bei 150 nm lateraler
Auflésung) nicht erhalten wurde [10]. Im Gegensatz zu [10] war das Si-Signal auch
Uber frisch geritztem Silicium zu sehen. Entsprechend wurde der Raman Peak von
GaN bei 570 cm™ aufgelést. Es funktionieren also resonante und nicht resonante
lokale Ramanspektroskopie. Die SNOM Technik nutzt Nahfeldeffekte bei der
Detektion.
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Il. Eingehende Darstellung zu

1. Erzielte Ergebnisse

Messungen auf organischen, anorganischen und biologischen Oberflachen;
Gutekriterium ist der Verstarkungsfaktor

Die Vorteile der aperturlosen Scherkraft SNOM (bei simultaner AFM) mit verstarkter
Nahfeldreflexion in die sehr scharfe kalte Lichtleiter-Spitze sind in Bezug auf
Vielseitigkeit, Auflosung (axial 1 nm, lateral bis 15 nm) fir glatte rauhe und sehr
rauhe Oberflachen unerreicht. Apertur-NSOM kann nicht in konstantem Scherkraft-
abstand Uber rauhe oder schwach geneigte Oberflachen rastern und hat immer
Fernfeld-Detektion mit erheblichem Auflésungsverlust z.B. bei constant-height
Messungen. Lichttunneln tber dem Grenzwinkel der Totalreflexion ist auf dinne
Schichten ohne signifikante Rauhigkeit beschrankt. Andere aperturlose SNOM-
Verfahren (z.B. an metallischen Streuzentren nahe an der Oberflache) sind ebenfalls
auf sehr geringe Topographie beschrankt.

Die konfokale Mikroskopie kennt keinen chemischen Kontrast und erreicht die
Moglichkeiten von SNOM auf rauhen Oberflachen auch in der 4-Pi-Konfiguration
nicht, kann aber zu Vorklarungen und Positionierungen genutzt werden. Das Point-
Spread-Function-Engineering kénnte fur flache Oberflachen eine ahnliche laterale



