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micropalanca de un microscopio, que emplea los desplazamientos de amplitud y fase delos modos excitados para cuantificar propiedades
nanomecanicas de muestras bajo estudio. La invencion se refiere, asimismo, a un sistema de microscopia de fuerzas configurado para
la realizacién del citado método.
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DESCRIPCION

METODO Y SISTEMA BIMODAL PARA CUANTIFICAR INTERACCIONES Y
PROPIEDADES DE LARGO ALCANCE EN MICROSCOPIA DE FUERZAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se enmarca en ambito de las técnicas de investigacion mediante
microscopia de fuerzas, estando aplicadas dichas técnicas a muestras basadas en todo
tipo de materiales, organicos e inorganicos, ya sea en un medio liquido, gaseoso o en el
vacio. La invencién tiene aplicacion en campos tales como el desarrollo de dispositivos

electromagnéticos o en tecnologias de almacenamiento de energia.

Mas concretamente, la invencion se refiere a un método de utilizacién de un microscopio
de fuerzas mediante la modulacién de su amplitud, excitando simultaneamente al menos
dos modos de vibracién de una micropalanca. EI método permite calcular diversas
propiedades cuantitativas relacionadas con interacciones de largo alcance, tales como
propiedades magnéticas, electrostaticas o interacciones de tipo Van der Waals de los
materiales analizados. Asimismo, el método de la invencion permite su aplicacién en

tiempo real, durante la propia medicién.

ESTADO DE LA TECNICA

La microscopia de fuerzas es la técnica mas empleada para la caracterizacion de
propiedades a escala nanométrica. Como consecuencia de su gran resolucion (lateral y
vertical), los microscopios de fuerzas (AFM, por las siglas en inglés), se han introducido
tanto en laboratorios de investigacién como en departamentos de control de calidad en

diversos sectores industriales (microelectrénica, polimeros, alimentacion, farmacia, etc.).

Una de las singularidades del microscopio de fuerzas es su capacidad para proporcionar
mapas tanto de propiedades topograficas como de propiedades mecanicas de corto
alcance (contacto). Entre las propiedades de corto alcance se encuentran las fuerzas de
adhesion, el médulo de Young o diferentes parametros mecanicos relacionados con la
flexibilidad del material bajo estudio. Asi, en este ambito se ha desarrollado una gran
variedad de métodos, tales como por ejemplo los métodos de volumen de fuerza (o “force
volume”, en inglés) (H.J. Butt, B. Capella, M. Kappl, “Force Measurements with the

Atomic Force Microscope: Technique, Interpretation and Applications” Surf. Sci. Rep. 59
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1-152 (2005)), métodos “Peak Force Tapping” (como, por ejemplo, el descrito en la
solicitud de patente US 2012/0131702 A1), métodos de multifrecuencia (R. Garcia and
E.T. Herruzo, “The emergence of multifrequency AFM”, Nature Nanotechnology 7, 217-
226 (2012)) o los métodos paramétricos (A. Raman, S. Trigueros, A. Cartagena, A.P.Z.
Stevenson, M. Susilo, E. Nauman and S. Antoranz Contera, “Mapping nanomechanical
properties of live cells using multi-harmonic atomic force microscopy”, Nature
Nanotechnology 6, 809-814 (2011)).

Los citados métodos son muy utilizados para caracterizar las propiedades
nanomecanicas de polimeros, biomoléculas, células, materiales hibridos o
nanoestructuras. Sin embargo, los métodos anteriores no pueden caracterizar las
interacciones de largo alcance, por ejemplo fuerzas magnéticas, de forma cuantitativay a
escala nanométrica con la misma rapidez, generalidad y precisidén que las propiedades de

corto alcance.

La presente invencion se basa en el uso de métodos de multifrecuencia de microscopia
de fuerzas bimodal. En esta linea, algunas técnicas previamente propuestas en el estado
de la técnica se describen en los documentos de patente US 7958563 B2 y US 7921466
B2. La microscopia de fuerzas bimodal es un método de microscopia de fuerza que opera
excitando simultaneamente dos modos de vibracidén (resonancias) de una micropalanca
(0 “cantiléver’, como es conocida comunmente en el estado de la técnica) de un
microscopio de fuerzas. Estos modos pueden ser, por orden de frecuencia de menor a
mayor, el primero y el segundo, el primero y el tercero o0, en general, dos cualesquiera.
Los modos pueden ser tanto flexurales como torsionales. Esta excitacién simultanea
permite la duplicacién de canales de informacion. Los métodos bimodales anteriores y los
derivados con posteridad han permitido determinar propiedades nanomecanicas de la
muestra tales como el médulo de Young (R. Garcia, R. Proksch, “Nanomechanical
mapping of soft matter by bimodal force microscopy”, Eur. Polym. J.2 49, 1897-1906
(2013); E.T. Herruzo, A.P. Perrino, R. Garcia, Nature Communications 5, 3126 (2014);
C.A. Amo, A.P. Perrino, A. F. Payam, R. Garcia, “Mapping Elastic Properties of
Heterogeneous Materials in Liquid with Angstrom-Scale Resolution” ACS Nano 11, 8650—
8659 (2017)). Una condiciéon para determinar las propiedades nanomecéanicas mediante
los métodos anteriores requiere que la punta del microscopio de fuerzas y la muestra

permanezcan en contacto durante una fraccién de la oscilacion.

Dentro de las técnicas basadas en microscopia bimodal, se han propuesto también

diferentes métodos para calcular algunas propiedades cuantitativas relacionadas con
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interacciones de largo alcance y, mas concretamente, de interacciones de tipo Van der
Waals. En este contexto, se han propuesto algunos métodos bimodales para medir la
constante de Hamaker asociada a interacciones de Van der Waals de tipo 1/d? (es decir,
inversamente proporcionales al cuadrado de la distancia d). En uno de dichos métodos,
sobre los dos modos excitados actuan sendos lazos de realimentacién en sus frecuencias
(E T. Herruzo and R Garcia, “Theoretical study of the frequency shift in bimodal FM-AFM
by fractional calculus”, Beilstein J. of Nanotechnol. 3, 198-206 (2012)). Esta
implementacién es bastante precisa, pero tiene varias limitaciones. Por una parte, el
empleo de una realimentaciéon en la frecuencia para controlar la topografia presenta
muchas inestabilidades. Por otra parte, las realimentaciones en frecuencia exigen
circuitos electrénicos mas complejos, lo que ralentiza el proceso de medida. En una
implementacién diferente, la constante de Hamaker fue deducida mediante un proceso
iterativo y ajuste grafico (C.Y. Lai, S. Perri, S. Santos, R. Garcia, M. Chiesa, “Rapid
quantitative chemical mapping of surfaces with sub-2 nm resolution”, Nanoscale 8, 9688-
9694 (2016)). Este método es, por una parte, muy lento pues sélo dispone de una
ecuacién para determinar dos parametros (se necesita ajustar una curva para distintos
valores de la amplitud). Por otra parte, no puede generalizares a otros tipos de
interacciones de largo alcance, como por ejemplo las constantes de interaccion

magnética o electrostatica.

En general, en las técnicas de microscopia bimodal descritas anteriormente, cuando se
produce un cambio en una propiedad fisica (que se manifiesta en un cambio en los
observables) y, debido a la realimentaciéon que proporciona la topografia, ello conduce a
un cambio en la distancia entre la punta y la muestra. De esta forma, si se aumenta el
numero de ecuaciones que relacionan la fuerza y los observables, también se podra
determinar mas propiedades de la muestra como el parametro de la interaccién de largo
alcance. Por interacciones de largo alcance se entienden aquellas interacciones que se

pueden expresar de la forma:
a

Fine = =35,d >0 (E.1)
donde n es un numero entero 0 con una dependencia exponencial del tipo:
Fint = —Fe P, d 20 (E.2)

donde ay B son cantidades positivas que representan los parametros de la interaccion de
largo alcance, y d es la distancia entre la punta del microscopio y la superficie del
material. F, es el valor maximo de la interaccién (F.>0). Una fuerza de interaccién que

sea un sumatorio de las expresiones anteriores también se considera una fuerza de largo
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alcance. La Figura 1 del presente documento muestra la dependencia de tres tipos de
interacciones de largo alcance caracterizadas, respectivamente, por exponentes n=2, n=4

y B=5nm".

En las condiciones de funcionamiento del microscopio bimodal, es conocido que se
satisfacen ciertas condiciones en el virial de la fuerza de interaccion, V, y en la energia
disipada (J. R. Lozano y R. Garcia, “Theory of multifrequency atomic force microscopy”,
Physical Review Letters 100(7), 0761024 (2008)., J. R. Lozano y R. Garcia, “Theory of
phase spectroscopy in bimodal atomic force microscopy”, Physical Review B 79, 0141104
(2009)). Ademas, si la amplitud de vibracién del segundo modo, A,, es mucho menor que
la amplitud de vibracion del primer modo, A; (es decir, Az << Ay), el cambio en la
frecuencia f de resonancia del segundo modo Af, esta relacionado directamente con una
integral del gradiente de la fuerza del primer modo (S. Kawai, T. Glatzel, S. Koch, B.
Such, A. Baratoff y E. Meyer, “Systematic achievement of improved atomic-scale contrast
via bimodal dynamic force microscopy”, Physical Review Letters 103(22) (2009); (E T.
Herruzo and R. Garcia, “Theoretical study of the frequency shift in bimodal FM-AFM by
fractional calculus”, Beilstein J. of Nanotechnol. 3, 198-206 (2012)).

Cuando las frecuencias de excitacion coinciden o son muy préoximas a las frecuencias de
resonancia de los modos excitados, se satisfacen las siguientes ecuaciones para los
viriales de los modos de interés V; (i=1, 2):

Vi = (k141401/2Q1) cos ¢y , (E.3)

Vo = (koA2402/2Q) cos ¢, , (E.4)
donde k;, Qj, Ai, Ag, ¢i son, respectivamente, las constantes de fuerza, factores de calidad,
amplitudes, amplitudes libres y desfases de la fuerza de excitacion respecto a la
oscilacién de la micropalanca del modo . El subindice 1 indica el modo de frecuencia
mas baja (principal) y el subindice 2 indica el modo de frecuencia mas alta (secundario).
Una realizacidén de excitacion bimodal muy comun hace coincidir la frecuencia del modo
inferior con la frecuencia de resonancia del primer modo de la micropalanca, mientras
que la frecuencia del modo superior coincide con el valor de la frecuencia de resonancia

del segundo modo.

La Figura 2 muestra una imagen de una micropalanca de las empleadas en microscopia
de fuerzas (modelo PPP-NCHAud, Nanosensors). La Figura 3 muestra el espectro de
frecuencias de la micropalanca mostrada en la Figura 2. El espectro muestra los valores
de las frecuencias de los dos primeros modos flexurales de la micropalanca. La Figura 3b

muestra el espectro térmico del primer modo y la Figura 3c el espectro térmico del
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segundo modo. La Figura 4 muestra la oscilacion vertical de una micropalanca cuando se
excitan simultaneamente los dos primeros modos de resonancia, siendo la amplitud del

segundo modo mucho menor que la amplitud del primer modo.

En el actual estado de la técnica, hasta ahora no se han podido obtener relaciones
analiticas entre los observables del microscopio y las fuerzas de largo alcance para
modelos de fuerza de interaccién de largo alcance con exponentes n > 2. Esta limitacion
impide que se puedan obtener de forma mapas de la topografia y de las interacciones de
largo alcance. Existe por tanto, en el presente campo técnico, la necesidad de resolver
esta limitacién lo que aumentaria considerablemente las capacidades de los microscopios
de fuerzas bimodales implementados segun las técnicas conocidas. Adicionalmente,
desarrollar alternativas en esta tecnologia que permitan prescindir del uso de multiples

lazos de realimentacion, resultaria igualmente deseable, por los motivos antes expuestos.

La presente invencién proporciona una solucion a dicha necesidad, mediante un
novedoso método bimodal para cuantificar interacciones y propiedades de largo alcance

en microscopia de fuerzas, y de un sistema que implementa dicho método.

DESCRIPCION BREVE DE LA INVENCION

Segun lo descrito en el apartado precedente, un primer objeto de la presente invencidn se
refiere a un método de utilizacion de un microscopio bimodal de fuerzas mediante la
modulacién de su amplitud, excitando simultdneamente al menos dos modos de vibracion
de la micropalanca del microscopio, siendo uno de ellos el modo principal que permite
seguir la topografia y siendo el otro el modo secundario, caracterizado por tener una

frecuencia mas elevada que la del modo principal.

La invencién se basa, preferentemente, en la aplicaciéon del teorema del virial de forma
independiente a los modos excitados, para obtener dos ecuaciones integrales de la
fuerza de interaccién y de su gradiente. Las citadas integrales pueden resolverse
analiticamente mediante, por ejemplo, la teoria de residuos. El proceso anterior permite
relacionar los observables medidos directamente por el microscopio, con los parametros
caracteristicos de las interacciones de largo alcance (sin contacto) de la muestra. En el
método de la invencion se emplean, preferentemente, los valores de la amplitud y la fase
del modo principal y las variaciones de la amplitud y la fase del modo secundario para

cuantificar los parametros que caracterizan la interaccion.
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Asi, el presente método permite calcular diversas propiedades cuantitativas relacionadas
con interacciones de largo alcance tales como propiedades magnéticas, electrostatica, de
Van der Waals de los materiales. El método puede aplicarse en tiempo real durante la

medicion, o posteriormente a la adquisicion de los datos experimentales.

Preferentemente, dicho primer objeto de la invencidén se realiza mediante un método
bimodal para cuantificar propiedades de interacciones de largo alcance en microscopia
de fuerzas, que comprende modular la amplitud del modo principal y de excitar forma
simultanea al menos dos modos de vibracion de una micropalanca de un microscopio de
fuerzas donde, ventajosamente, se emplean los desplazamientos de la amplitud y la fase
del modo secundario, ademas de los valores de la amplitud y la fase del modo principal,
para determinar los viriales de los modos excitados y, a partir de ellos, cuantificar los

parametros de la interaccion de largo alcance.

Mas concretamente, el método de la invencidon comprende la realizacion de las siguientes
etapas:

a) disponer, en la cabeza de un microscopio de fuerzas, una micropalanca con
una punta, adaptada para interactuar con una muestra bajo estudio, y donde dicha
micropalanca presenta, al menos, dos modos de vibracién, siendo uno de dichos modos
un modo principal y, el otro, un modo secundario;

b) disponer un primer actuador para hacer vibrar de forma variable a la
micropalanca y un segundo actuador regulable para proporcionar un desplazamiento
relativo de la micropalanca respecto, al menos, una regién de la muestra, a una distancia
sobre la misma;

C) generar una 0 mas senales de excitacién a través del primer actuador,
sumando dichas sefiales de excitacion para hacer vibrar a la micropalanca;

d) calibrar uno 0 mas de los siguientes parametros asociados a la operacion de la
micropalanca:

- constante de fuerzas de los modos principal y secundario;

- factor de calidad de los modos principal y secundario;

- inversa de la sensibilidad o6ptica del fotodiodo del microscopio de fuerzas, para
los modos principal y secundario;

- radio, R, de la punta de la micropalanca;

f) fijar un bucle de realimentacion de la amplitud del modo principal de vibracién,
que mantiene constante dicha amplitud, modificando la distancia de deflexion entre la

punta el microscopio la superficie de la muestra;
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g) detectar, mediante una unidad de procesamiento, la sefial de deflexién de la
micropalanca;

h) registrar, mediante la unidad de procesamiento, las sefales correspondientes a
los modos de vibracién, simultanea o posteriormente a la adquisicion de una imagen de la
topografia de la muestra;

i) transformar, mediante una unidad de procesamiento, los datos procesados en
uno 0 mas observables obtener, a partir de los mismos, mapas paramétricos de las

interacciones de largo alcance de la muestra.

Es importante resaltar, una vez mas, el hecho de que el método de la invencion, segun lo
planteado en las lineas anteriores, permite una obtencidn completa de los mapas
paramétricos de la muestra bajo estudio mediante una unica realimentacién en amplitud
del primer modo principal de vibracién. Por tanto, en una realizaciéon preferente de la
invencién, el método de la invencidn excluye cualquier etapa adicional en la que se
ulilicen dos realimentacionas en e métedo completo, como por gjemplo una
realimentacion en frecuencia del modo secundario. Gracias al planteamiento de la
presente invencion, el método descriio se puede realizar de forma rapida v senciila, sin

mearma de precision.

En una realizacion preferente de la invencién, el método comprende, asimismo, una
etapa €) de comprobacién segun las siguientes subetapas:
e.1) comprobar que la amplitud de vibracién del modo secundario de la
micropalanca s inferior a la amplitud de vibracion, del modo principal;
e.2) comprobar que la deflexion estatica de la micropalanca es inferior al
valor de la amplitud Ay;
e.3) comprobar que la energia disipada en la muestra por periodo de

vibracién es inferior a la energia cinética media por periodo.

En ofra realizacion preferente de la invencidn, el conjunto formado por la punta y la
micropalanca se situa sobre una muestra heterogénea para medir los parametros de las

interacciones de largo alcance entre la punta y la muestra.

En otra realizacién preferente de la invencién, en la etapa (¢) la micropalanca es excitada
segun un modo principal y un modo secundario de vibracion. Mas preferentemente, a
senal resultante que llega a la micropalanca viene expresada segun la siguiente relacion

matematica dependiente del tiempo £
Foxe = Fexcr + Fexez = Fo1 €08 211t + Fyp cos 21 f, t:

8
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donde Fy y fi son, respectivamente, la sefial de excitacion y la frecuencia de excitacion

del modo i que son transferidas al actuador que excita la vibracion de la micropalanca.

En otra realizacidon preferente de la invencién, en la etapa (h) en que se transforman los
datos mostrados en los mapas paramétricos de propiedades de la muestra, se utilizan los
desplazamientos de la amplitud y la fase del modo secundario, los valores de la amplitud
y la fase del modo principal para determinar los viriales de los modos principal V; y
secundario V: y, a partir de ellos, cuantificar los parametros de la interaccién de largo

alcance de la muestra.

En ofra realizaciéon preferente de la invencion, los datos sobre los desplazamientos de la
amplitud y fase del modo secundario y los valores de la amplitud y fase del modo
principal se convierten, mediante un calculo analitico, en los mapas paramétricos e la de

la interaccién de largo alcance de la muestra.

En otra realizacion preferente de la invencion, la interaccidén de largo alcance comprende
una fuerza de interaccion de Van der Waals, que se modela de acuerdo a una expresién

del tipo -a/d?, y el parametro de la interaccion a se calcula mediante la ecuacion
27 AZVy 3/2
a= |[— A V{3 2
8 A1V2'~A2V1 i

En otra realizacidén preferente de la invencién, para una geometria de interfase del tipo

esfera-plano, la constante de Hamaker se calcula mediante la ecuacion:

6a
H=—
R .

En otra realizacidon preferente de la invencion, la interaccidén de largo alcance se modela
de acuerdo a una expresion del tipo a/d*, y el parametro de la interaccion a se calcula

mediante la siguiente expresién:

2 2
3 (ze)?_
VlAl((Al) 1)

4(Z—i)Z+1

o =

donde la distancia media z; entre la punta y la muestra vienen dadas por:

V. A2 \/E\/3+12y+\/120y2+80y2+25
e Z, = A —
V,A% 4 1-y
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En otra realizacidon preferente de la invencién, en la etapa (h) se modelan las
interacciones como expresiones de tipo a/d” en los mapas paramétricos de las
propiedades de la interaccion muestra, y se utilizan los cambios en la amplitud y fase del
modo secundario y los valores de la amplitud y fase del modo principal para determinar
los viriales de los modos principal y secundario y, a partir de ellos, los valores del

parametro a de la interaccion.

En otra realizacidon preferente de la invencién, en la etapa (h) se modelan las
interacciones como expresiones de tipo Fa-exp(-8d) en los mapas paramétricos de las
propiedades de la interaccidon muestra, se utilizan los cambios en la amplitud y la fase del
modo secundario y los valores de la amplitud y la fase del modo principal para determinar
los viriales de los modos principal y secundario y a partir de ellos los valores del

parametro 8 de la interaccion.

En otra realizacion preferente de la invencién, para fuerzas de interaccion del tipo

Fa-exp(-Bd), el parametro de la interaccidn 8 se calcula mediante la siguiente expresion:

AV, AV,
ﬁ = 2 \/E 4 212 . 242 4
A3V,=2A3A5V,+2A3A%5-A%V,

En otra realizacién preferente de la invencion, la medida se realiza teniendo la muestra

inmersa en un liquido, en un medio gaseoso o en vacio.

Un segundo objeto de la presente invencion se refiere a un sistema de microscopia de
fuerzas que, ventajosamente, comprende:

- un microscopio de fuerzas equipado con una micropalanca en la que encuentra
dispuesta una punta adaptada para interactuar con una muestra bajo estudio, donde
dicha micropalanca presenta, al menos, dos modos de vibracion, siendo uno de dichos
modos un modo principal y, el otro, un modo secundario;

- un primer actuador configurado para hacer vibrar de forma variable a la
micropalanca

- un segundo actuador configurado para proporcionar un desplazamiento relativo
de la micropalanca respecto, al menos, una region de la muestra, a una distancia sobre la
misma;

- un medio de generacidén de una o mas sefales de excitacion a través del primer

actuador;
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- un bucle de realimentacién de la amplitud A; del modo principal de vibracién,
adaptado para mantener constante dicha amplitud A; mediante la modificacién de la
distancia de deflexion entre la punta del microscopio y la superficie de la muestra;

- una unidad de procesamiento de la sefial de deflexion de la micropalanca,
equipada con medios hardware y/o software configurados para realizar un método segun
cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento.

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra “comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se

desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

A continuacién se presenta una descripcién breve de cada una de las figuras usadas para
completar la descripcion de la invencion que sigue. Dichas figuras se relacionan con el
estado de la técnica o con realizaciones preferentes de la invencién, que se presentan

como ejemplos no limitativos de la misma.

La Figura 1 muestra la dependencia de tres tipos de interacciones de largo alcance
caracterizadas, respectivamente, por exponentes n=2, n=4 y B=5 nm'. Las curvas estan

normalizadas a su valor maximo que se establece para una distancia do=0.168 nm.

La Figura 2 muestra una imagen de una de las micropalancas empleadas en microscopia
de fuerzas en configuraciones bimodales. En este caso corresponde al modelo PPP-
NCHAu (Nanosensores, Alemania). En la imagen es visible el reflejo de la luz del

dispositivo éptico utilizado para medir la deflexion de la sefal.

La Figura 3 muestra una parte del espectro de frecuencias en aire de la micropalanca
mostrada en la Figura 2. Los picos que aparecen en la imagen sefalan las frecuencias de
los dos primeros modos flexurales (a). Detalles del espectro térmico se muestran para el
primer modo (b) y para el segundo modo (c). El espectro se ha obtenido a partir del ruido

térmico.

La Figura 4 muestra un ejemplo de la sefial de excitacién del primer modo (a), del
segundo modo (b) y la deflexién de la micropalanca ante la excitacién simultanea de los
dos primeros modos, y donde la amplitud de vibracién del segundo modo es mucho

menor que la amplitud de vibracion del primer modo.
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La Figura 5 muestra un esquema de los elementos mas relevantes del método objeto de

esta invencion.

La Figura 6 muestra un esquema del funcionamiento de un microscopio de fuerzas bajo
la excitacién de dos modos de vibracidn para la medida de interacciones de largo alcance
donde el modo principal esta modulado en amplitud y el segundo modo no tiene ninguna

realimentacion.

La Figura 7 muestra un esquema del método objeto de la presente invencion, segun una

forma de realizacion de la invencién.

La Figura 8 muestra cuatro graficas que representan los resultados del presente método,
aplicado al andlisis de una muestra de MoS2 depositada sobre una superficie de 6xido de
silicio (Si0O2), determinandose simultdneamente: la topografia (a), el virial principal (b), el

virial secundario (c) y el mapa de la constante de Hamaker de cada material (d).

La Figura 9 muestra una grafica comparativa, de los histogramas de la constante de

Hamaker obtenidas sobre SiO2 y sobre MoS2. Los datos han sido extraidos de la Fig. 8d.

La Figura 10 muestra un esquema del método objeto de la presente invencion, segun una

forma de realizacion preferente de la invencién.

La Figura 11 muestra un esquema del método objeto de la presente invencion, segun una

forma de realizacién preferente de la invencién.

La Figura 12 muestra un esquema del método objeto de la presente invencidn, segun una

forma de realizacién preferente de la invencién.

Descripcion de las referencias numéricas de las Figuras:

@) Microscopio de fuerzas

2 Micropalanca

3) Punta de la micropalanca

4) Muestra

5) Distancia entre la punta y la muestra
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) Excitacion bimodal, sefiales de excitacion

) Fotodiodo

(8) Desplazamiento de la micropalanca

9) Realimentacion de amplitud del modo principal
(10) Registro de la sefal de deflexion

11 Generacion de la topografia de la muestra

(12) Observables

(13) Mapas paramétricos

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Segun lo descrito en los apartados precedentes, la presente invencién se refiere a un
método bimodal para cuantificar propiedades de interacciones de largo alcance en
microscopia de fuerzas, estando dicho método basado en la modulacién de la amplitud
de un primer modo de excitacion y en la determinacién, de forma independiente, de los
viriales de la interaccion asociados a los modos principal y secundario. En citado método
se emplean, por tanto, la amplitud del modo principal, los desplazamientos de la
frecuencia y la fase del modo secundario, y los viriales de ambos modos para cuantificar

los parametros de interacciones de largo alcance.

La Figura 5 muestra un esquema de los elementos principales de la presente invencién
para caracterizar interacciones de largo alcance. La Figura 6 describe el funcionamiento
de un microscopio de fuerzas (1) bajo la excitacion de dos modos de vibracion, mientras
una micropalanca dispuesta en la cabeza del microscopio (1) se desplaza sobre la
superficie de la muestra a estudiar, y donde se establecen una serie de condiciones para
cada uno de los modos. El modo de frecuencia mas bajo se controla, preferentemente,
mediante un lazo de realimentacién que mantiene su amplitud a un valor fijo, mientras
que el modo de frecuencia mas alta (secundario) evoluciona libremente, de acuerdo con

la intensidad de la interaccién de largo alcance.

Mas concretamente, el método bimodal para cuantificar propiedades de interacciones de
largo alcance en microscopia de fuerzas de la invencién comprende, preferentemente, la
realizaciéon de las siguientes etapas:

a) Disponer, en la cabeza de un microscopio de fuerzas (1), una micropalanca (2)

con una punta (3) en su extremo, adaptada para interactuar con una muestra (4) bajo
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estudio, y donde dicha micropalanca (2) presenta, al menos, dos modos de vibracion,
siendo uno de dichos modos un modo principal y, el otro, un modo secundario.

b) Disponer un primer actuador (no mostrado en las figuras) para hacer vibrar de
forma variable a la micropalanca (2) y un segundo actuador regulable (no mostrado en las
figuras) para proporcionar un desplazamiento relativo de la micropalanca (2) respecto, al
menos, una regién de la muestra (4), a una distancia (5) sobre la misma.

c) Generar sefales de excitacion (6) a través del primer actuador para hacer vibrar
los modos principal y secundario de la micropalanca (2), mediante una fuerza de
excitacion Fex de tipo:

Foxc = Fexc1 + Fexca = Fop COS 2mfyt + Fo, cos 2mf, t (E.5)
donde Fg, y fi son, respectivamente, la fuerza de excitacion y la frecuencia de excitacion
del modo i que excitan la vibracion de la micropalanca (2).

d) Calibrar los siguientes parametros asociados a la operaciéon de la micropalanca
2):

- constante de fuerzas (k1, k2), de los modos principal y secundario;

- factor de calidad (Q+, Q2) de los modos principal y secundario;

- inversa de la sensibilidad 6ptica del fotodiodo (7) del microscopio de fuerzas (1),
para los modos principal y secundario;

- radio, R, de la punta (3) de la micropalanca (2).

e) Opcionalmente, realizar una o mas de las siguientes etapas de comprobacion:

e.1) Comprobar que la amplitud de vibracién, del modo secundario de la
micropalanca (2) es inferior a la amplitud de vibracién, del modo principal
(preferentemente, A2 <0.1 Ay).

e.2) Comprobar que la deflexiébn estdtica de la micropalanca (2) es
despreciable frente al valor de la amplitud A; (siendo, al menos, preferentemente
un orden de magnitud inferior).

e.3) Comprobar que la energia disipada en la muestra (4) por periodo de
vibracién es inferior a la energia cinética media por periodo (siendo, al menos,
preferentemente un orden de magnitud inferior).

f) Fijar un bucle de realimentacién (9) de la amplitud, A;, del modo principal de
vibracién, que mantiene constante dicha amplitud A;, modificando (8) la distancia (5)
(deflexidon) entre la punta (3) del microscopio (1) y la superficie de la muestra (4).

g) Detectar, mediante una unidad de procesamiento (10), la sefal de deflexién de
la micropalanca (2);

h) registrar (10), mediante la unidad de procesamiento, las sefales
correspondientes a los modos de vibracion, simultanea o posteriormente a la adquisicion

de una imagen de la topografia de la muestra (4);
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i) transformar (11), mediante una unidad de procesamiento, los datos procesados
en uno o mas observables (12) y obtener, a partir de los mismos, mapas paramétricos

(13) de las interacciones de largo alcance de la muestra (4).

En el presente método bimodal para cuantificar propiedades de interacciones de largo
alcance en microscopia de fuerzas, la amplitud, A, y la fase del primer modo, ¢4, y las
variaciones de la amplitud y la fase del segundo modo se convierten, mediante un calculo
analitico, simultanea o posteriormente a la adquisicion de una imagen topografica, en
mapas paramétricos (13) que expresan las propiedades de la interaccién de largo

alcance de la muestra (4).

Segun el método bimodal para cuantificar propiedades de interacciones de largo alcance
en microscopia de fuerzas objeto de la presente invencidén, el sistema punta (3)-
micropalanca (2) se situa sobre una muestra (4) heterogénea para medir diversas
propiedades de largo alcance como los parametros de interacciones magnéticas,

electrostaticas o la constante de Hamaker, H, de su interfase.

Segun una posible forma de realizacién preferente de la invencién, en la etapa (h) del
método en que se transforman los datos mostrados en los mapas paramétricos (13) de
propiedades de la muestra (4), se utiliza la amplitud A, y la fase del primer modo, ¢, los
cambios de la amplitud y el desfase del modo secundario, para calcular los viriales V7 y
V> asociados a los modos principal y secundario de una interaccidén de largo alcance del
tipo:

a

F=-% (E.6)

y, a partir de los parametros anteriores, se determina la constante de interaccion a y la

distancia media punta-muestra Zc.

Si la amplitud del modo secundario es mucho menor que la del modo principal (A1>>A2)
y se desprecia la deflexion estatica, la distancia punta (3)-muestra (4) depende
exclusivamente de la deflexiéon del modo principal:

d(t) =z +z,(0). (E.7)

Las expresiones del virial para los modos principal y secundario de una fuerza que sigue
la ecuacion (E.6) vienen dadas por:

=—% o hi“'niyi)wthén‘”(yn
17 omal—t (n-1)! , (E.8)
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V, = —nagh 2mi 0 o
donde se han usado las expresiones intermedias:
by (y) = w , (E.10)
b (y) m%, (E.11)
ha(y) = %%;—; (E.12)
yi=—at (%)2_1 , (E.13a)
2
yzz_i-c{_ G\-CI) -1 (E.13b)

Los superindices (n) indican derivada de orden n e “i” es la unidad imaginaria.

Segun otra posible forma de realizacion de la invencién, en la etapa (h) del método en
que se transforman los datos mostrados en los mapas paramétricos de propiedades de la
muestra, se utiliza la amplitud A, y la fase del primer modo, ¢+, los cambios de la amplitud
y el desfase del modo secundario para calcular los viriales V; y V> de una interaccién de

largo alcance del tipo exponencial:

F=—F ekt (E.14)

Las expresiones del virial son:
Vi = —F,e P2 A1 (BA) 1 (BAL) (E.15)
V, = —F,e P2 A, 1 (BA)I,(BAL) (E.16)

con /() la funcion de Bessel modificada de primera especie, para m entero.

DESCRIPCION DETALLADA DE UN EJEMPLO DE REALIZACION DE LA INVENCION

En una realizacién preferente de la invencion, se excitan los dos primeros modos
flexurales de la micropalanca (2) (si bien, en otros ejemplos de realizacidén, se puede
excitar cualquier combinacion de modos flexurales y torsionales). Asimismo, en la etapa
(a) del método, el sistema formado por la punta (3) y la micropalanca (2) se situa sobre
una muestra heterogénea (4), que puede presentar cambios en las interacciones de largo

alcance.

En la etapa (d) del método, el radio, R, de la punta (3) se calibra utilizando una muestra

(4) de nanoparticulas de radio conocido donde, a partir de la medida aparente del tamano
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de las nanoparticulas que da el microscopio (1) y, conocido el radio de las nanoparticulas
se obtiene el radio, R, de la punta (3). El radio de la punta se puede obtener también a
partir de otros métodos, como puede ser el método de Sergio Santos (Sergio Santos, Li
Guang, Tewfik Souier, Karim Gadelrab, Matteo Chiesa, and Neil H. Thomson “A method
to provide rapid in situ determination of tip radius in dynamic atomic force microscopy”
Review Science Instruments, 83, 043707 (2012)). Alternativamente, el radio se puede

calibrar si se dispone de una muestra cuya constante de Hamaker es conocida.

El método de la invencion permite medir ciertas propiedades que dependeran del modelo
de fuerza de interaccion (parametros a, B, constante de Hamaker de la interfase). Para
ello, se determinan al menos dos observables, esto es, magnitudes directamente
medidas por el microscopio (1), de forma simultdnea e independiente. Los valores
numeéricos se obtienen mediante formulas analiticas. Todo ello maximiza la velocidad de

funcionamiento del microscopio de fuerzas (1).

El método de la invencién hace uso de, al menos, dos ecuaciones independientes que
relacionan analiticamente los parametros fisicos de la interaccion y los observables del
microscopio (1). Las ecuaciones mencionadas permitiran la determinacion de los
parametros de la interaccion de largo alcance. Esto permite la caracterizacién de las
interacciones de largo alcance de una muestra (4), de una forma reproducible, en tiempo
real y con una alta resolucién lateral. Las formulas son analiticas y no tienen problemas

de convergencia asociados a métodos iterativos numéricos.

En una realizacion preferente del método de la invencién que se ilustra en la Figura 7, en
la etapa (h) del método, se utilizan los cambios en la amplitud Az y la fase del modo
secundario ¢», y los viriales del modo principal V; y del secundario V> para determinar el
parametro a de una de las interacciones de largo alcance mas comunes en microscopia

de fuerzas,
24

F=-= (E.18)

Las ecuaciones para a y para la distancia z, media entre la punta (3) y la muestra (4)

27 A vy 3/2
a = A1V1 2 2
8 A1V2—‘A2V1

resultan ser:

, (E.19)

(E.20)

17



10

15

20

25

30

WO 2020/178468 PCT/ES2020/070154

Para el caso especifico de una interaccidén de Van der Waals entre una punta (3)
semiesférica de radio R y una muestra (4) plana, la relaciéon entre el parametro de la

interaccion a y la constante de Hamaker de la interfase H esta dada por

6a
H== (E.21)

Adicionalmente, en la etapa (h) del método en que se transforman los datos obtenidos en
los mapas paramétricos de la constante de Hamaker de la muestra (4). Una demostracién
del método para determinar la constante de Hamaker para diferentes materiales se
presenta en las figuras 8 y 9, a modo de ejemplo no limitativo de realizacién preferente de

la invencion.

En otra realizaciéon del método de la invencién que se ilustra en la Figura 10, en la etapa
(h) del método, se utilizan los cambios en la amplitud A y la fase del modo secundario ¢o,
y los viriales del modo principal Vy del secundario V> para determinar el parametro a de

fuerzas dipolares magnéticas:
a

F=-% (E.22)
Partiendo de la ecuacion (E.22) es posible igualmente resolver de un modo analitico las
ecuaciones (E.8) y (E.9). Primero se introduce la variable que sera utlizada para
simplificar las ecuaciones:
_ VA3
T nA? (E.23)

de donde se pueden obtener los siguientes resultados:

V@\/3+12y+\/120y2+80y3+25

Ze =y 1y , (E.24)
7
a = n Ai((%)z_l)z
i(Z) (E.25)

En otra realizacién del método de la invencién que se ilustra en las Figuras 11y 12, en la
etapa (h) del método, se utilizan los cambios en la amplitud Az y la fase del modo
secundario ¢+, y los viriales del modo principal V;y del secundario V2 para determinar el
parametro B de unas fuerzas del tipo descrito por la ecuacién (E.14). Para ello, las

ecuaciones (E.15) y (E.16) pueden aproximarse como

b bR
Vi = ~Fe Fze=t(8 4 B2(Af + 243)) (E.26)
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—_— —ﬁZCE_{l.EZZ. 2043 Z
Vo = —Ee PPt (8 + B2(A + 240)) _ (E.27)

De las ecuaciones anteriores se deduce;

A2V, — A%V}
AtV,~2A% A%V, +2A2 A% A%V, ’ (E.28)

B=22

donde se han utilizado los desarrollos de Taylor para las funciones de Bessel modificada

de primera especie:

Q@):1+§+o@ﬂ, (€29

h@):§+o@%, (E.30)

con x=8-A;, y bajo las condiciones A;>> A,y B-A;<3,conj=1,2y0<B-A<3.
La distancia (5) media entre la punta (3) y la muestra (4) se controla manteniendo

constante la amplitud del modo principal, A;, mientras la micropalanca (3) se desplaza a

lo largo y ancho de la muestra (4).
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REIVINDICACIONES

1.- Método bimodal para cuantificar propiedades de interacciones de largo alcance
sobre una muestra (4) con un microscopio de fuerzas (1),

caracterizado por que comprende la realizacion de las siguientes etapas:

a) disponer, en la cabeza del microscopio de fuerzas (1), una micropalanca (2)
con una punta (3), adaptada para interactuar con una muestra (4) bajo estudio, y donde
dicha micropalanca (2) presenta, al menos, dos modos de vibracidén, siendo uno de
dichos modos un modo principal y, el otro, un modo secundario;

b) disponer un primer actuador para hacer vibrar de forma variable a la
micropalanca (2) y un segundo actuador regulable para proporcionar un desplazamiento
relativo de la micropalanca (2) respecto, al menos, una region de la muestra (4), a una
distancia (5) sobre la misma;

C) generar una 0 mas sefales de excitacién (6) a través del primer actuador,
sumando dichas sefiales de excitacion (6) para hacer vibrar a la micropalanca (2);

d) calibrar uno 0 mas de los siguientes parametros asociados a la operacion de la
micropalanca (2):

- constante de fuerzas (k1, k2), de los modos principal y secundario;

- factor de calidad (Q+, Q2) de los modos principal y secundario;

- inversa de la sensibilidad 6ptica del fotodiodo (7) del microscopio de fuerzas (1),
para los modos principal y secundario;

- radio, R, de la punta (3) de la micropalanca (2);

f) fijar un bucle de realimentacién (9) de la amplitud A; del modo principal de
vibracién, que mantiene constante dicha amplitud A;, modificando (8) la distancia (5) de
deflexién entre la punta (3) del microscopio (1) y la superficie de la muestra (4);

g) detectar, mediante una unidad de procesamiento (10), la sefial de deflexién de
la micropalanca (2);

h) registrar (10), mediante la unidad de procesamiento, las sefales
correspondientes a los modos de vibracion, simultanea o posteriormente a la adquisicion
de una imagen de la topografia de la muestra (4), y utilizar los desplazamientos de la
amplitud y la fase del modo secundario, los valores de la amplitud y la fase del modo
principal para determinar los viriales de los modos principal V; y secundario V. y, a partir
de dichos viriales, cuantificar los parametros de la interaccién de largo alcance de la
muestra (4);

i) transformar (11), mediante una unidad de procesamiento, los datos registrados
en el paso anterior en uno 0 mas observables (12) y obtener, a partir de los mismos,

mapas paramétricos (13) de las interacciones de largo alcance de la muestra (4).
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2.- Método segun la reivindicacion anterior que comprende, asimismo, una etapa
e) de comprobacidn segun las siguientes subetapas:
e.1) comprobar que la amplitud de vibracién del modo secundario de la
micropalanca (2) es inferior a la amplitud de vibraciéon, del modo principal;
€.2) comprobar que la deflexion estatica de la micropalanca (2) es inferior
al valor de la amplitud Ay;
e.3) comprobar que la energia disipada en la muestra (4) por periodo de

vibracién es inferior a la energia cinética media por periodo.

3.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el conjunto
formado por la punta (3) y la micropalanca (2) se situa sobre una muestra (4)
heterogénea, para medir los parametros de las interacciones de largo alcance entre la

punta y la muestra.

4.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde en la etapa
(¢) la micropalanca (2) es excitada segun un modo principal y un modo secundario de

vibracion.

5.- Método segun la reivindicacién anterior, donde la sefial resultante que llega a
la micropalanca (2) viene expresada segun la siguiente relacion matematica dependiente
del tiempo ¢

Foxe = Fexe1 + Fexea = Foq cos 2nfit + Fy, cos 2nf, t
donde Fy y fi son, respectivamente, la sefial de excitacion y la frecuencia de excitacion

del modo i que son transferidas al actuador que excita la vibracién de la micropalanca (2).

6.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde los datos
sobre los desplazamientos de la amplitud y fase del modo secundario y los valores de la
amplitud y fase del modo principal se convierten, mediante un calculo analitico, en los

mapas paramétricos (13) de la de la interaccion de largo alcance de la muestra (4).
7.- Método segun la reivindicacion anterior, donde la interaccion de largo alcance

comprende una fuerza de interaccion de Van der Waals, que se modela de acuerdo a una

expresion del tipo -a/d2, donde el parametro de la interacciéon a se calcula mediante la

a7 A2y, /2
a= [— AVi{3 Y
8 A2V, —AZV, _
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8.- Método segun las reivindicaciones 6-7 donde, para una geometria de interfase

del tipo esfera-plano, la constante de Hamaker se calcula mediante la ecuacién:

60
H=—
R .

9.- Método segun la reivindicacion 6, donde la interaccién de largo alcance se
modela de acuerdo a una expresion del tipo a/d?, donde el parametro de la interaccion o

se calcula mediante la siguiente expresion:

() )

4(%)24-1

a =

y donde la distancia media z; entre la punta y la muestra vienen dadas por:

Vng3+12y+\/120y2+80y2+25

v, 43 —
- Ze = Ag -
4 1=~y

VzA% B

10.- Método segun la reivindicacién 6 donde, en la etapa (h), se modelan las
interacciones como expresiones de tipo a/” en los mapas paramétricos (13) de las
propiedades de la interaccidon muestra (4), y se utilizan los cambios en la amplitud y fase
del modo secundario y los valores de la amplitud y fase del modo principal para
determinar los viriales de los modos principal y secundario y, a partir de ellos, los valores

del parametro a de la interaccién.

11.- Método segun la reivindicacién 6 donde, en la etapa (h), se modelan las
interacciones como expresiones de tipo Fa-exp(-Bd) en los mapas paramétricos (13) de
las propiedades de la interaccidon muestra (4), se utilizan los cambios en la amplitud y la
fase del modo secundario y los valores de la amplitud y la fase del modo principal para
determinar los viriales de los modos principal y secundario y a partir de ellos los valores

del parametro 8 de la interaccién.

12.- Método segun la reivindicacién anterior donde, para fuerzas de interaccién del
tipo Fa-exp(-Bd), el parametro de la interaccidn B se calcula mediante la siguiente

expresion:

ASV,~AZV,
p=2 \/:?: ) 212 : 2 A2, Ak
A3V,~2A3 A5V, +2A3A5- A%V,
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13.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la medida
se realiza teniendo la muestra (4) inmersa en un liquido, en un medio gaseoso o en

vacio.

14.- Sistema de microscopia de fuerzas caracterizado por que comprende:

- un microscopio de fuerzas (1) equipado con una micropalanca (2), en la que
encuentra dispuesta una punta (3) adaptada para interactuar con una muestra (4) bajo
estudio, donde dicha micropalanca (2) presenta, al menos, dos modos de vibracion,
siendo uno de dichos modos un modo principal y, el otro, un modo secundario;

- un primer actuador configurado para hacer vibrar de forma variable a la
micropalanca (2);

- un segundo actuador configurado para proporcionar un desplazamiento relativo
de la micropalanca (2) respecto, al menos, una regién de la muestra (4), a una distancia
(5) sobre la misma,;

- un medio de generacién de una o mas sefiales de excitaciéon (6) a través del
primer actuador,;

- un bucle de realimentacién (9) de la amplitud A, del modo principal de vibracién,
adaptado para mantener constante dicha amplitud A; mediante la modificaciéon (8) de la
distancia (5) de deflexién entre la punta (3) del microscopio (1) y la superficie de la
muestra (4);

- una unidad de procesamiento (10) de la sefal de deflexion de la micropalanca
(2), equipada con medios hardware y/o software configurados para realizar un método

segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores.
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