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Resumen

La caracterizacion local de muestras a escala nanométrica es de gran interés en
diversos campos de la biologia y la biomedicina. La medida de diferentes tipos de
fuerzas (ya sean atdmicas, electromagnéticas o eléctricas) con gran precision
proporciona informacién importante sobre multiples fenomenos bioldgicos. La
aparicion de los microscopios por sonda de barrido (SPM) [1], y en particular, la
técnica de microscopia por fuerzas atémicas (AFM) [2], ha llevado a esta clase de
tecnologia a convertirse en una herramienta trascendental para la caracterizacion
de muestras a nivel local, a partir de la medida de las fuerzas de interaccion. A
través del AFM se han desarrollado multitud de estudios que ponen de manifiesto
como, a través de la caracterizacion de las muestras a nivel nanométrico, se
puede obtener informacién de la estructura celular, las interacciones moleculares o

propiedades mecanicas tales como la rigidez o la elasticidad.

Recientemente, el avance en las técnicas basadas en esta clase de microscopias
esta permitiendo incrementar el tipo de informacién que se puede obtener de las
muestras: propiedades eléctricas [3], magnéticas [4] o quimicas [5]. Dichas
medidas estan permitiendo ayudar en la comprension de diferentes fendmenos

que ocurren a nivel bioldgico.

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se han realizado multiples estudios
para la puesta en marcha de equipos de laboratorio para investigacion biomédica.
Estos equipos se han desarrollado, principalmente, para la realizacién de ensayos
para la caracterizacion eléctrica de diferentes muestras bioldgicas a nivel local, de

forma que puedan ser integrados dentro de una plataforma nanorobdtica
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multipunta combinada con un microscopio 6ptico [6]. La principal ventaja de esta
plataforma es la posibilidad de trabajar con dos nanoelectrodos posicionados en la
superficie de la muestra con precision micrométrica y a una distancia en el eje Z
controlada y suficientemente pequefia (nanometros), gracias al uso de

resonadores de cuarzo (QTF, “quartz tuning fork”).

La posibilidad de integrar la extraccion de corriente de la muestra por corriente
tunel (STM) [7] a una distancia controlada de forma independiente a la corriente,
ha sido un reto que tal y como muestra la bibliografia, se ha afrontado desde
diferentes perspectivas, como el uso de un “cantilever” [8] o un QTF [9] como
nanosensor de fuerzas. Estos sistemas presentan diferentes limitaciones: en el
caso del “cantilever’, unas soluciones hacen necesario trabajar en contacto con la
muestra [10,11], pudiendo de esta forma danarlas, mientras que otras soluciones
se basan en la minimizacion de la fuerza lateral, pero su uso esta poco extendido
por su extrema complejidad [12]; en el caso del QTF, las diferentes soluciones
aparecidas en la bibliografia proponen el uso de este resonador o bien en
complejas y poco repetibles configuraciones[13], o bien en una configuracion
Qplus [14,15], con la desventaja que presenta esta configuracion a la hora de
poder cuantificar la sefal adquiriendo ambas sefales (fuerza y corriente) a través

del mismo electrodo [16,17].

Asi pues, se ha implementado un sistema de microscopia C-AFM (“Conductive
AFM”) basado en el uso de un resonador de cuarzo (QTF), con una punta metalica
en contacto mecanico (sin el uso de adhesivo) a una extremidad de éste, como
nanosensor [18]. Se ha fabricado un cabezal que permite posicionar la punta
metalica con una de las extremidades del QTF, para poder realizar asi

experimentos C-AFM. En el estudio se demuestra la estabilidad de esta union, la
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cual, a través de la medida de la frecuencia de resonancia del nanosensor,
permite el posicionamiento de la punta a una distancia controlada de la superficie
de la muestra. Durante los diferentes apartados de la presente tesis se presenta la
validacion de esta técnica en diferentes modos de trabajo, desde la cuantificacion
de resistencias pasando por la realizacion de imagenes de topografia y
conductividad (C-AFM) sobre muestras de calibracion, hasta imagenes C-AFM
sobre bacterias dispuestas sobre sustratos conductores, tanto en medida de
corriente continua como en alterna. Estos resultados se encuentran publicados en

la revista “Sensors and actuators A: Physical”, [18].

Una vez estudiadas las posibilidades de la microscopia C-AFM, se ha adaptado la
tecnologia desarrollada para adecuarla a un sistema multipunta [19]. Diferentes
estudios [20,21] muestran las grandes ventajas que ofrece la posibilidad de
combinar sistemas nanorobdéticos para el microposicionamiento de nanosensores

AFM utilizando la visualizacién con un microscopio éptico.

Asi, la plataforma nanorobética desarrollada con el sistema multipunta integrado,
ha sido posible caracterizar a través de su impedancia los distintos tiempos de
cultivos de biofilms generados por bacterias Escherichia Coli. Estos biofilms son
una herramientas que utilizan esta clase de bacterias para protegerse y
reproducirse con mayor facilidad, demostrandose desde hace mucho tiempo que
son habitats dinamicos y muy organizados [22,23], resistentes a antibidticos y a
biocidas convencionales [24], de ahi |la importancia del estudio de dichos biofilms.
La plataforma nanorobédtica permite realizar una caracterizacion en base a la
impedancia de estas muestras sin necesidad de danarlas. Ademas, esta estacion
multipunta, permite posicionar los dos nanoelectrodos sobre muestras

micrométricas y poder obtener su impedancia. De esta forma, en el desarrollo de
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los experimentos se muestra la medida de la impedancia de diferentes
microparticulas de aluminio. Estos resultados se han publicado en la revista

“Sensors’, [19].

A lo largo de todo el trabajo se presentan todas las plataformas experimentales
desarrolladas y las diferentes validaciones de éstas, tanto a nivel cualitativo como
a nivel cuantitativo. También se muestran diferentes experimentos realizados
sobre muestras de interés, mostrando parte de las grandes posibilidades que
ofrece el desarrollo de esta tecnologia. No obstante, la investigacion no se detiene
en estos aspectos presentados, también se ha desarrollado y actualmente se esta
validando tecnologia que va a permitir mantener las muestras a una temperatura
deseada, o un potenciostato [25] para realizar estudios de AFM/SECM, ofreciendo

una vision de todas las posibilidades que permite el desarrollo de esta tecnologia.
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Capitulo 1. Introduccion

Durante las ultimas décadas, la bioingenieria se ha convertido en uno de los
campos de la investigacion que mas han crecido. Se entiende como bioingenieria
(ingenieria biomédica o ingenieria de sistema biolégicos) a una disciplina que
aplica los conceptos y métodos fisico-matematicos de la ingenieria para resolver
problemas asociados a la ciencia de la vida. De esta forma, a partir del uso de las
ciencias fisicas y matematicas se estudian numerosos aspectos de organismos

vivos, y por lo general, problemas asociados a la salud de los seres humanos.

La aplicacion de las técnicas y principios que engloban a la ingenieria biomédica
fundamentan el disefio y construcciéon de productos y tecnologias sanitarios, como
prétesis, dispositivos médicos, dispositivos de diagnostico, o dispositivos de
terapia. Es a partir de combinar los conocimientos en ingenieria y medicina

cuando se consigue obtener beneficios en el cuidado de la salud.

Son multiples las definiciones existentes sobre la bioingenieria, o ingenieria
biomédica, y no solo consisten en el desarrollo de productos sanitarios, sino
también al desarrollo de técnicas para la investigacion sobre organismos
bioldgicos, convirtiéndose en una de las principales y mas crecientes areas dentro
de la investigacion y de la industria. Esta investigacion sobre organismos
bioldgicos y sanitarios esta produciendo un incremento en el conocimiento sobre la
ciencia de la vida, y con ello, una mejora sustancial en la aplicacion de

instrumentos y productos farmacéuticos, médicos, biolégicos, y clinicos. [1]

Dentro de la investigacion biomédica, uno de los principales campos de trabajo e
investigacion es el basado en el estudio del comportamiento y caracteristicas de
sistemas de células, virus o bacterias. Para ello, el desarrollo de equipos de alta

precision para la caracterizacion de las muestras o la deteccidon de anomalias o

12
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patrones, cobra una vital importancia, tanto para una evaluacion clinica, como

para la investigacion basica.

1.1 Sistema de medida “ Single-Cell’

A lo largo de los ultimos anos, han aparecido multitud de instrumentos que han
permitido realizar estudios eléctricos sobre muestras biologicas suficientemente
grandes, como neuronas [2], tejidos [3], o musculos [4]. No obstante, a nivel
microscopico existe una gran dificultad a la hora de obtener las caracteristicas
eléctricas de una muestra a nivel local. En el momento de realizar mediciones
sobre una parte concreta de una muestra y de un tamafo inferior a las 100um
(como por ejemplo una microparticula, o si hablamos a nivel biolégico, una célula
0 una bacteria) aparecen determinadas limitaciones técnicas, como las debidas a
la dificultad de posicionar el electrodo en un punto exacto seleccionado

previamente, o las relacionadas con la posibilidad de danar la muestra de estudio.

Para poder realizar esta clase de medidas, existen una serie de técnicas de
microscopia que, al trabajar con una sonda muy afilada (decenas de nandmetros),
permiten un posicionamiento sobre la muestra a nivel local. Estas técnicas se
denominan Microscopias de sonda de barrido (“SPM’, por sus siglas en inglés,
‘Scanning Probe Microscopy”). No obstante, tienen algunas limitaciones como
posicionar varios electrodos sobre la muestra, o la dificultad de situarse en un

punto determinado previamente de ésta.
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1.2 Técnicas de Microscopia por Sonda de

Barrido

En 1986, Gerd Bining y Heinrich Rohrer, ambos de IBM Zurich [5], fueron
galardonados con el Premio Nébel de Fisica por su trabajo realizado en 1981,
donde introdujeron el primer microscopio con sonda de barrido por efecto tunel
(“STM’, por sus siglas en inglés, “Scanning Tunneling Microscopy”). Este tipo de
microscopio puede llegar a obtener imagenes con resolucion atdmica de muestras

conductoras y semiconductoras Fig (1).

Piezo scanner

WA

TR = e Computer
,-/’/-4\ !..; Sample -
L

.
Coirse: Bias P"""'“_"' value Scan

ftione =001-23V of aurvenk output 1T
!h)\ﬂ“lll.l’ =11 A +lp_|.\_ +j[, n.ﬁ'

(b)

Fig 1 (a) Imagen del microscopio STM desarrollado por Binning y Rohrer, imagen obtenida a través del Deutches Museum,

Munich, y (b) el esquema electrénico por el que estaba compuesto.

El funcionamiento se basa en que cuando dos elementos conductores (uno de
ellos la sonda de medida y otro la muestra) se encuentran a una distancia
nanomeétrica, al aplicar un potencial y debido al efecto cuantico denominado efecto
tunel [6], aparece un flujo de electrones entre ambos conductores que aumenta
exponencialmente conforme se reduce la distancia entre ellos. Manteniendo un
control sobre esta corriente se puede mantener constante la distancia entre la

sonda y la muestra.

14
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1.2.1 Diferentes técnicas SPM

La aparicion del microscopio de barrido por corriente tunel propicié que surgiesen
diferentes técnicas de escaneo basadas en el principio de la interaccién punta
muestra que se produce a distancias nanométricas, pero a partir de diferentes
principios fisicos. Con estas nuevas técnicas se consigue evitar la limitacion del
STM de que ambas, sonda y muestra, tengan que ser conductoras. A través de las
técnicas SPM, la punta se desplaza sobre la muestra, cartografiandola a través de
una realimentacion en el eje Z. Esta realimentacion se base en mantener
constante la interaccion entre la sonda y la superficie. Existen diferentes técnicas

en funcion del tipo de interaccion que se produce entre ellas:

- Interaccion eléctrica: Entre ellas esta, la ya mencionada STM, o la
microscopia por corriente tunel electroquimica (“EC-STM” por sus siglas en

inglés “ElectroChemical Scanning Tunneling Microscopy” [7]).

- Interaccion por fuerzas: La principal técnica es la microscopia de fuerzas

atomicas (“AFM”por sus siglas en inglés “Atomic Force Microscopy” [8]).

- Interaccion electrostatica. Control a través de la interaccion de las fuerzas
electrostaticas que aparecen entre la punta y la superficie. La microscopia
de Fuerzas Electrostaticas (“EFM” por sus siglas en inglés ‘Electrostatic
Force Microscopy” [9]), o la microscopia de fuerzas Kelvin (“KPFM”por sus
siglas en inglés “ Kelvin Probe Force Microscopy” [10] ) son dos ejemplos

de microscopias basadas en la medida de este tipo de interaccion.
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Interaccion magnética. En este caso, a través del campo magnético se
puede controlar la distancia entre la sonda y la muestra, siendo la
Microscopia por Fuerzas Magnéticas (“MFM” por sus siglas en inglés

‘Magnetic Force Microscopy” [11]) la principal técnica utilizada.

Interaccion Optica. A través de la colocacién del detector sobre el
espécimen, consiste en la medicion de la luz emitida por la muestra, siendo
la técnica de microscopia por escanéo Optico de campo cercano
("SNOM/NSOM’”, por sus siglas en inglés (“Scanning Near-field Optical

Microscopy” [12]) una de las mas importantes.

1.2.2 Tipos de medidas

A la hora de realizar estudios sobre la superficie de la muestra usando las técnicas

SPM, existen dos tipos de medidas principales que se pueden realizar:

Medidas de imagen. (fig2.a) En esta clase de medidas, se realiza un
barrido en el plano de la superficie por la sonda. Segun el tipo de
interaccidn especifica para cada clase de medida (magnética, eléctrica o
fuerza), manteniendo constante dicha interaccion, la punta se situa a una
distancia constante de la muestra. A través de este barrido en los ejes X-Y,
y a partir de las modificaciones en la posicion Zde la punta para mantener
constante la distancia entre ella y la superficie, se obtiene una imagen

topografica de la muestra.

16

Universitat de Barcelona



Caracterizacion eléctrica de muestras biologicas con resonadores de cuarzo como nanosensores.

- Medidas de espectroscopia. (fig.2.b) Esta clase de medidas se basan en
que, a partir de una posicion inicial de la punta, se realiza una aproximacion
de la sonda a la muestra hasta llegar al contacto. De esta forma se puede
observar la variacion de la interaccién de interés con la distancia punta-
muestra. Esta clase de medidas permiten determinar propiedades de la
superficie de la muestra (caracteristicas eléctricas, magnéticas, o
mecanicas) o identificar adhesiones entre la sonda y la muestra (lo cual es
de especial interés si se ha funcionalizado la punta con alguna

biomolécula).
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Fig.2 Esquema general del funcionamiento de los microscopios por sonda de barrido. (a) imagen del esquema del modo de
funcionamiento de imagen o con “Feedback’. A través del sensado de la interaccion entre la muestra y la punta, se puede
realizar una realimentacién con la que controlar la distancia entre ambas. A través del escaner, recorriendo el plano de la
muestra, podemos obtener una reconstruccion en 3D de la muestra a partir del ajuste en el eje Z (altura), para mantener la
interacciéon constante. (b) imagen del esquema general del modo de espectroscopia. A partir de una posicion inicial se

aproxima la punta a la muestra una distancia establecida y se mide la variacién de la interaccion con la distancia reccorida.
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El trabajo de investigacion realizado se ha centrado en la combinacion de dos

técnicas SPM, en este caso, AFMy STM.

1.3 Microscopia de barrido por corriente tunel

El microscopio STM basa su funcionamiento en el efecto tunel, el cual es un
efecto cuantico por el que un electréon de un conductor separado a una cierta
distancia de otro, al aplicarle un cierto potencial, y siempre y cuando esta distancia
sea suficientemente pequefia (por debajo de 5nm), es capaz de atravesar este
espacio existente entre ambos conductores. Los electrones posicionados en la
punta (o muestra, es indiferente), se encuentran definidos en una nube de
probabilidad (funcion de onda) con una energia particular (Energia de Fermi), los
cuales son capaces de abandonar su posicion a partir de una energia (funcion de
trabajo). Cuando la punta conductora (muy) afilada, esta suficientemente proxima
a una muestra también conductora, estos electrones soélo con la funcién de trabajo
pueden cambiar su situacion de uno a otro, atravesando el vacio existente entre
ambos conductores. Existen multitud de articulos como en [14] que proporcionan
un calculo pormenorizado del valor de ésta corriente tunel, que se puede

simplificar de la siguiente forma (ec.1):

I o« e™2K2

JV2m(V —E)
h
Ec.1
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Donde m, es la masa del electron, A la constante de Plank, £ la energia del
electron, Vel potencial de barrera (distancia entre los niveles de Fermi de la punta

y la muestra) y Zla distancia entre la punta y la muestra.

1.3.1 Esquema general de funcionamiento

En la figura se presenta un esquema general del funcionamiento de la microscopia
STM (Fig.3). Consiste en un posicionador piezoeléctrico controlable eléctricamente
en el eje Z Este actuador esta acoplado a una punta conductora. Sobre la
muestra se aplica el potencial, que si supera al potencial de barrera, produce el
paso de corriente de la muestra a la punta. A través de la punta se adquiere esta
corriente tunel, se amplifica y se introduce en el controlador. Este controlador se
encarga de proporcionar el voltaje del piezoeléctrico, estableciendo de esta forma
la distancia entre la punta y la muestra (feedback), asi como el desplazamiento del

scanner en eje Xe Y.

X-Y escanner
Z piezo

Amplificador
corriente
Control

— —— | distanciay
escaneo

Piezo escanner

Fig.3 Esquema conceptual del funcionamiento del microscopio STM. Basado principalmente en un escaner piezoeléctrico
controlado por un sistema informatico (controlador). A partir de la corriente tinel de interaccién, se amplifica y se procesa
por el sistema informatico. Este controlador, permitira establecer la posicion de la punta a partir de la corriente tunel, realizar

el escaneo en los ejes X-Y; y reproducir la imagen topografica de la muestra.
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1.3.2 Modos de funcionamiento

Existen varios modos de funcionamiento a la hora de realizar el escaneo de la
muestra: modo de altura constante, modo de corriente constante y un tercero que

combina los dos anteriores.

- Modo de altura constante. Este modo consiste, en que una vez establecida
la distancia entre ambos electrodos, el escaneo se realiza siempre en la
misma posicion Z del actuador piezoeléctrico. Este tipo de medidas,
consisten en desactivar la rama de realimentacion con la que controlamos
la corriente. De esta forma, la punta se desplaza siempre a la misma altura,
variando la corriente medida de la superficie de la muestra. (Fig.4.a) El
sistema es mucho mas facil de implementar, pues se elimina todo el
procesado existente para la realizacion del feedback, obteniendo una
imagen topografica de la muestra a partir de la corriente. Tiene como
inconveniente que la punta puede llegar a chocar o colapsar con la

muestra.

- Modo de corriente constante. Este modo de funcionamiento se basa en que
una vez establecida la distancia entre la punta y la muestra, apareciendo
una corriente tunel, el total de esta corriente tunel ha de permanecer
constante. El control, o feedback, se hace a través de la altura de la punta,
variando esta altura con la superficie de la muestra de forma que la
corriente permanezca fija. De esta forma se mantiene una distancia
constante entre ellas (Fig.4.b). Aunque la complejidad del control es

elevada, este es el modo de funcionamiento mas utilizado.
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- Modo de altura y corriente constante. El concepto de este modo es la
combinacion de los modos anteriores. Manteniendo la punta a una misma
altura y con un feedback que permita mantener la corriente constante. Para
ello, el feedback en este caso, afectara no a la posicién de la punta si no al
potencial aplicado sobre la muestra (Fig.4.c). EI mayor problema de este
sistema, no es solo la posibilidad de chocar con la muestra, si no que el
control sobre este potencial es mas lento y complejo debido al

comportamiento exponencial de esta clase de corriente.

PUN‘A' —————— RECORRDO_ _ _ _ PUNTA ' L+~ "=~ _ __ - - HECORRDO PUN‘A' —————— O e

m MUESTRA MUESTRA
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<
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POSICION Z
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FOSICIONT

o

CORRIENTE

CORRIENTE
CORRIENTE

r—\’W
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Fig .4. Representaciéon conceptual del comportamiento del sistema con los diferentes modos de operacién, (a) modo de

vouTAK
VOLTALE

_VOLTALE

altura constante, (b) modo de corriente constante y (c) modo de altura y corriente constante

1.4 Microscopia de barrido por Fuerzas Atomicas

La microscopia AFM es similar a la STM, exceptuando que la regulacion de la

distancia ya no se realiza a través de la corriente tunel que aparece entre la punta
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y la muestra, sino a partir de las medidas de las fuerzas interatomicas que se

producen entre la punta y la muestra a distancias nanomeétricas.

El primer microscopio de Fuerzas Atomicas fue desarrollado en 1986 por Binning,
Quate y Gerber [7], cuatro afos después de la invencion del STM. La base de
funcionamiento de este tipo de microscopia es la medida de las fuerzas de
interaccidn que aparecen entre una punta afilada y la superficie de la muestra. El
principal componente de estas fuerzas es el potencial de Van der Waals. Siendo la
fuerza existente la derivada respecto a la distancia entre ambas, tal y como

muestra la ecuacion (ec.2):

_ d Uvdw
dz

Ec.2

Donde U.aw €s el potencial de Van der Waals, que viene descrito por la siguiente

ecuacion (ec.3):

U —(1)”4+22+325 !
vaw = \gme ) \3r K T4 ) 56

Ec.3

Donde u es el momento del dipolo, 7 la temperatura, & es la permeabilidad y zla
distancia, A la constante de Plank. De esta forma, realizando un control en la
fuerza de interaccion, podemos realizar un feedback en la distancia entre la punta
y la muestra. Uno de los factores que mas influyeron en que se convirtiese en la
técnica mas usada entre las diferentes microscopias de barrido, es que los

experimentos pueden llevarse a cabo en cualquier tipo de entorno, ya sea en
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vacio, en ambiente o en liquido y, ademas, la muestra no tiene que ser recubierta,

ni tener una preparacion especial mas alla de su conservacion.

1.4.1 Esquema general de funcionamiento

La forma mas usual de medir las fuerzas de interaccion es utilizando una lamina
flexible (micropalanca o “cantilever” en inglés) empotrada en uno de sus externos
y con una punta afilada en el extremo libre. Debido a que la interaccién no es tan
local como con el STM (ultimo atomo de la punta interactuando con el primero de
la muestra), es necesario que la punta esté muy bien afilada. Actualmente, estas
puntas se fabrican por litografia, técnica proveniente de la fabricacion

microelectronica [15,16].

Hay diferentes técnicas a la hora de medir la deflexion de esta micropalanca. Se
puede realizar a través de un interferometro [17], de sensores capacitivos [18],
piezoresistivos [19] o bien, la técnica de deteccidén mas extendida, que es a través

de un laser y un fotodiodo, tal y como muestra la figura (Fig.5).

Como resultado ante la aparicion de la interaccion entre la superficie y la
micropalanca, tanto sus caracteristicas estaticas (deflexion y torsion) como las
dinamicas (frecuencia de resonancia y factor de calidad) se ven alteradas, lo cual

se detecta a través del fotodiodo.
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Electrénica
deteccion

Controlador

Z Escaner

Escaner Laser

z Fotoreceptor

X-Y escaner

Cantiléver

Visualizacion Escaner
X-Y

Fig.5. Esquema general de funcionamiento de un microscopio de AFM, basado en una
micropalanca y cuya deflexiéon es adquirida a través del reflejo de un laser al incidir
sobre un fotodetector. EI Controlador encargado del feedback, (a través del fotodiodo
detecta la deflexion de la micropalanca, variando la posicion del escaner) y reconstruir

la imagen.

El esquema representado muestra el funcionamiento mas habitual en esta clase
de microscopios, donde un “cantilever” es usado como nanosensor. La deteccion
de la deflexion/torsion y movimientos de esta micropalanca son detectados a
través de un haz laser enfocado sobre el “cantilever”y cuyo reflejo se detecta a

través de un fotodetector de cuatro cuadrantes.

1.4.2 Modos de funcionamiento del AFM

Existen dos modo principales de funcionamiento: el funcionamiento dinamico y el
funcionamiento estatico. Dependiendo del tipo de modo de funcionamiento se
hace vibrar la micropalanca para el escaneo, o se realiza la imagen sin hacer
vibrar la micropalanca. Estos modos de funcionamiento se usan para realizar los

tres modos de operacion en imagen que hay con los microscopios de AFM, que
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son: el modo contacto, el modo “fapping’ o repiqueteo y el modo de No-Contacto

(Fig.6).

En el funcionamiento dinamico, al estar excitada la micropalanca de forma
mecanica, ésta entra en vibracion con un valor de amplitud, frecuencia de
resonancia y fase. En el momento de aparicién de fuerzas de interaccidon entre la
punta y la muestra, estos tres valores cambian. Esto permite que podamos
mantener una distancia constante a partir de la regulacion de cualquiera de estos

tres parametros.

Modo de contacto: Es el unico modo que se usa con funcionamiento estatico. La

punta se mantiene en contacto con la muestra en una constante deflexion. Esta
deflexion es la que se usa como feedback. En este modo de trabajo, tanto la
topografia de la muestra como la posible adhesion que hay entre ambas, juegan

un papel importante en la deflexion.
Dependiendo del ensayo, es importante evitar estar en contacto con la muestra, y
es por ello que se utilizan otras técnicas, ya sea por la necesidad de trabajar en

liquido, como por la fragilidad de la muestra a medir.

Modo de No-Contacto: Este modo, también se llama de frecuencia modulada (FM-

AFM). Es uno de los modos del funcionamiento dinamicos mas usados. Consiste
en hacer vibrar la micropalanca mecanica a su frecuencia de resonancia,

manteniendo esta frecuencia de vibraciéon constante durante toda la medida.
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Modo “Tapping”: También llamado de amplitud modulada (AM-AFM) o de contacto

intermitente.

También es un funcionamiento dinamico.

perpendicularmente a la muestra, aproximandose y alejandose de ella.

—T——,——— T

(@) (b)

Fig.6. Representacién de los tres modos de funcionamiento. (a) Modo Estatico, o de contacto. (b) Modo

dinamico de No Contacto. (c) Modo dinamico “Tapping’.

La punta vibra

La siguiente tabla (tabla.1), muestra un resumen de las ventajas e inconvenientes

de cada uno de estos métodos.

Modo de | Ventajas Desventajas
trabajo
Contacto - Altas velocidades de barrido. - Las fuerzas laterales pueden

- Resolucién atébmica

distorsionar la imagen

- Las fuerzas normales son fuertes.

- Danan las muestras blandas.

No Contacto
FM

- No entran en contacto la punta 'y
la muestra, evitando dafarlas.

- Util para muestras hidrofobicas

- Menor resolucion lateral

- Menor velocidad de barrido

AM
Tapping

- Gran resolucion lateral

- Poca interaccion con la muestra

- Baja velocidad de barrido

Tabla.1 Muestra las ventajas y desventajas de cada uno de los modos de trabajo.

1.4.3 Nanosensores

Universitat de Barcelona
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Para obtener medidas con una resolucibn nanométrica se usan puntas muy
afiladas, normalmente con un radio de punta que va desde los 100nm a 1nm
(puntas afiladas electroquimicamente). Estas puntas, van montadas sobre el
nanosensor. Este nanosensor es el encargado de detectar las fuerzas producidas
por las interacciones que aparecen entre la punta y la muestra. El “cantilever”es el
sensor mas usado para este tipo de medidas. Una parte de este “cantilever” esta

sujeta y es la parte libre donde se encuentra la punta, (Fig.7).

| Deflexion normal
Deflexion lateral

_—

I Fuerzas de interaccion —/;

Fig.7 Representacion de un ‘cantilever” en interaccionando con la superficie de la muestra.

Como muestra la figura, la deflexion del “cantilever” se produce cuando existen
una fuerza normal y otra lateral. A través de la ley de Hook, se puede calcular esta
fuerza, asumiendo el ‘cantilever” como un muelle, segun la siguiente ecuacion

(Ec.4):

Donde la Fes la fuerza de interaccion, O es la deflexion y kA la constante de fuerza
del “cantilever”. Se pueden usar factores geométricos para calcular la constante de
fuerza del “cantilever” en cada una de las direcciones de fuerza (lateral (Ec.5) y
normal (Ec.6)) segun la siguiente aproximacioén [20].

Et3w

Ky =~ —%
N 4‘L,3
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Ec.5

Gt3w
T 4l'h?
Ec6

Ky

Donde Aw es la constante de fuerza normal, K. la constante de fuerza lateral, £y
G los mddulos Young y Shear, respectivamente del material del “cantilever’, tes el
grosor, L’la distancia entre la base y la punta del “cantilever’, y hla altura de la

punta.

Aunque tal y como se ha mencionado el uso del “cantilever” estda muy extendido,
sobre todo gracias a la gran linealidad de su respuesta, su uso conlleva algunas
desventajas. Entre ellas, cabe destacar la gran disminucion del factor de calidad
que tienen estas micropalancas cuando trabajan en liquido y la necesidad de estar
en contacto con la muestra en el caso de hacer medidas eléctricas, con la
consiguiente aparicion de las fuerzas laterales y la posibilidad de dafar la muestra.
Ademas, existe una gran dificultad a la hora de integrar el laser en sistemas

multipunta.

Para solucionar estas dificultades han aparecido diferentes sistemas para sustituir
el uso del “cantilever” como sensor. Uno de los mas utilizados, y donde vamos a
centrar nuestro trabajo, es el uso del diapason de cristal de cuarzo ( “Q7F”, por sus
siglas en inglés, “Quartz Tunning Fork”). La principal area de aplicacion de los
QTF es en la circuiteria electronica, especialmente en aquellas aplicaciones donde
la resonancia, el tiempo, o las oscilaciones, necesiten de una gran precision. La
frecuencia (Ec.7) de resonancia de estos cristales depende directamente de la

constante de elasticidad del material y de su masa efectiva (ec.8).
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1 |k
" 2mm
Ec.7
_ EWT?3

E
Ec.8

Donde £ es el médulo de Young, W la anchura, 7T el espesor, L la longitud del
resonador, fla frecuencia de reonancia, k la constante de elasticidad y /m su masa

efectiva.

Cuando una fuerza es aplicada al QTF, su frecuencia de resonancia varia, lo que
también puede ser observado como una variacion en su masa efectiva o en su
constante de elasticidad. Para una oscilacion armoénica, la desviacion de esta
frecuencia puede ser representada a partir de la modelizacion realizada en [21], de

la siguiente forma (Ec.9):

_ o 0F
Af = 4k Ox
Ec.9

. . .. . oF
Donde 7 es la frecuencia de resonancia Afes la variacion de la frecuencia, y P el

gradiente de la fuerza de interaccién entre la punta y la muestra.

El primer QTF utilizado como nanosensor para SPM fue a través de la Microscopia
de barrido de campo cercano acustico (“SNAM’, por sus siglas en inglés,
‘Scanning Near-field Acoustic Microscopy” ) en 1988 [22]. A partir de ahi fue

incrementandose su uso, como en [18] para microscopia 6ptica de barrido de
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campo cercano (“SNOM’, por sus siglas en inglés “Scanning Near-Field Opftical

Microscopy”), o como nanomanipulador [23,24].

A la hora de utilizar un QTF como nanosensor AFM, es necesario acoplarle una
punta afilada a una de sus extremidades. Este acoplo punta/QTF produce en el
sensor un cambio en su frecuencia de resonancia y factor de calidad. Excitando el
nanosensor a su frecuencia de resonancia, cuando el extremo afilado de la punta
se encuentra cerca de la superficie apareceren una serie de fuerzas atomicas, que
producen una variacion en su frecuencia de resonancia. A partir del control de la
frecuencia de resonancia se puede regular la distancia entre la punta y la

superficie.

Por lo general, los QTF se han usado con dos tipos de configuraciones tipicas
(fig.8). Una de ellas, con la punta oscilando en paralelo a la muestra ( “Shear

Mode”), y la otra perpendicular ( “Tapping Mode”)

. o )

,[ ’ ————

e O

Fig 8 Modos de configuracion de QTF y la punta. Oscilando en
paralelo a la muestra (a) “Shear Mode’, o en perpendicular a ésta

(b), “Tapping Mode’.

Este transductor convierte la energia eléctrica en mecanica y viceversa. Por lo que

hay dos opciones de hacerlo funcionar:
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- A través de una vibracion externa. Se realiza acoplando un vibrador a la
extremidad libre del QTF. A través de los electrodos se mide la corriente

generada por el piezoeléctrico, y a través de ésta, la interaccion.

- A través de una oscilacion eléctrica a su frecuencia de resonancia aplicada
sobre sus electrodos. A partir de la corriente resultante, se controla la
interaccion a través de la amplitud de oscilacion. Esta amplitud de

oscilacion puede ser evaluada [25] a través de la siguiente ecuacion(Ec.10):

Q- Vims * Irms
k " ZT[fO

Ec.10

Siendo Ao la amplitud de oscilacién, Q@ el factor de calidad del sensor, £ la
constante elastica, y /i la frecuencia de resonancia, Vrms la tensidén de excitaciéon

e /rmsla corriente medida.

La fuerza de interaccion en este caso, se puede calcular a través del modelo
propuesto por Hoélscher en 2006 [26]. También se establece un modelo de
cuantificacion de la fuerza de interaccion a partir de la amplitud de oscilaciéon

(Ec.11).

Donde Ao es la amplitud de oscilacion cuando no hay interaccion, A la amplitud

medida y Q el factor de calidad.
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1.5 El uso de las técnicas SPM en la Biomedicina

Las técnicas SPM ofrecen multiples ventajas para medir muestras biologicas
gracias a la posibilidad que otorga el trabajo con estas técnicas en liquido
(condiciones ideales para esta clase de medidas). Ademas, la preparacion previa
de las muestras es minima, con lo que la mayor parte de las funciones de los
agentes bioldgicos pueden ser mantenidas (condiciones fisiologicas). Todo esto,
unido a la gran resolucién que tiene esta clase de microscopias, ha permitido la
visualizacion de superficies y moléculas que no podian ser observadas con

anterioridad.

A la hora de estudiar células, se pueden fijar o realizar cultivos sobre superficies
de vidrio, o bien fijarlas en otras superficies ceramicas, nitrato de silicio [27] o
polimeros, como polilisina [28]. En el caso de requerir trabajar sobre un medio
liquido, las muestras, pueden ser recubiertas por algun tipo de buffer, sin con ello
resultar problematico para las medidas con los microscopios de AFM. En la
siguiente imagen (Fig.9), se pueden observar algunos ejemplos de imagenes
tomadas por AFM de muestras bioldgicas como virus (Fig.9.a) bacterias (Fig.9.b) y

células (Fig.9.c).

Dentro del analisis de muestras a nivel local, ademas de poder relizar imagenes
topograficas de la muestra, se puede obtener importante informacion de ésta a
través de su caracterizacion eléctrica o mecanica, a través de su reaccion al tipo

de interaccion con el que se realiza el estudio. Estas medidas pueden ofrecer
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informacion a la hora de observar patrones, defectos en las muestras o como se

relacionan con el medio.
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Fig 9. Imagenes obtenidas del articulo [26]. Donde se puede observar en (a) una imagen tridimensional de un virus de

hepatitis C, (b) la imagen de una célula E. Coli, y (c) una imagen tridimensional del citoesqueleto de una célula cancerigena
A549

Debido a las limitaciones que ofrece el trabajo sobre liquido con microscopios
STM, y la necesidad que conlleva de realizar esta clase de medidas en
condiciones ambientales, ha llevado a que se desarrollasen nuevas microscopias
de mediciones eléctricas, basados en principios similares al STM. Entre estas
técnicas, como una de las mas relevantes, encontramos la microscopia de barrido
por corriente electroquimica (“ECSTM” por sus siglas en inglés ‘“ElectroChemical
Scanning Tunnel microscopy” ) [29]. Existen multitud de articulos que estudian
muestras biolégicas (principalmente biomoléculas) con el uso de estas técnicas,
como en [30] o como [31] donde se estudia la orientacion de las moléculas de

ADN. En estas técnicas, a partir del uso de celdas galvanicas con tres electrodos

Luis Botaya



(electrodo de referencia, auxiliar y de trabajo), se introduce una tensién de
referencia y aprovechando el efecto tunel se realiza una imagen topografica de la
superficie de una muestra. Hay muchas otras técnicas que caracterizan
eléctricamente la muestra en liquido como la microscopia por barrido de
impedancias (“S/M” por sus siglas en inglés “Scanning Impedance Microscopy”)
[32], la microscopia por escaneo electroquimico (“SECM” por sus siglas en inglés
‘Scanning ElectroChemical Microscopy’), donde se adquieren las reacciones
electroquimicas a lo largo de la muestra [33] o la microscopia de escaneo por
conductividad de iones (‘S/CM” por sus siglas en inglés  “Scanning lon-
Conductance Microscopy”, donde a partir del descenso de la corriente cuando la
punta esta suficientemente cerca de una muestra no conductora en medio liquido,

se realiza una imagen topografica.

Gracias al uso de estas técnicas han aparecido multitud de nuevos estudios que
han permitido obtener propiedades y caracteristicas de sistemas bioldgicos, como
caracteristicas mecanicas o eléctricas de bacterias, donde por ejemplo en [34] se
miden las propiedas nanomecanicas de biofilms de bacterias Pseudomonas
Aeruginosa, o en [35] donde se realizan imagenes topograficas de muestras
biolégicas como células en liquido, o en [36] obteniendo imagenes topgraficas
AFM de los anticuerpos IgG o la IgM de alta resolucion. En [37] se estudia la
corrosion de metales en presencia de biofilms bacterianos, en su superficie a
través de microscopia AFM y STM. Otros estudios, como en [38], muestran
medidas de AFM sobre macromoléculas en movimiento a través de técnicas de
gran velocidad. También aparecen estudios capaces de identificar proteinas o
caracterizar su plegamiento, como en [39], donde se han obtenido imagenes
topograficas de proteinas de membrana, o como en [40], que realiza estudio de

cadenas de ADN a través de imagenes topograficas y espectroscopia AFM.
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1.6 Sistemas multipunta

A la hora de obtener diferentes caracteristicas de sistemas biolodgicos a través de
las técnicas SPM, el uso de una solo punta para realizar diferentes tipos de
ensayos sobre la misma muestra es una tarea compleja y en ocasiones imposible
si el tipo de caracteristicas a extraer se basan en interacciones punta/muestra
diferentes. En esta clase de estudios, donde es necesario realizar diferentes
ensayos sobre la muestra (como obtener la imagen topografica, la respuesta
elastica, la conductividad eléctrica o la respuesta ante fuerzas de manipulacion) el
trabajar con una sola punta conlleva limitaciones o complejos sistemas de control.
El uso de una sola sonda pasa a ser una solucion poco eficiente, o incluso implica
la necesidad de interrumpir el ensayo para cambiar de tecnologia, siendo
extremadamente complejo el realizar el analisis sobre el mismo punto de estudio

[41].

Una forma de solucionar estos problemas es el uso de multiples nanoherramientas
sobre la misma muestra simultdneamente. Algunas soluciones han sido
presentadas para resolver estas limitaciones en el rango micrométrico, a través de
un sistema independiente que controla la posicidén relativa de dos puntas, en
tiempo real a través de “cantilever” piezoresistivos [42, 43] que son capaces de
ajustar la distancia entre la punta y la muestra de cada uno de ellos de forma

automatica.

Todo esto ha impulsado el desarrollo de plataformas multiherramienta con

complejos modos para el control del posicionamiento de las diferentes sondas. Las
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multiples posibilidades que ofrecen a la hora de interaccionar entre ellas sobre un
mismo punto a nivel local de la muestra ha llevado al desarrollo de sistemas
automatizados basados en estaciones nanorobdticas. Estudios como en [44] (junto
a un microscopio 6ptico invertido), consiguen realizar imagenes topograficas y
manipulacion (corte) con dos puntas piezoresistivas sobre fibras de colageno en
liquido. O en [45], donde se presenta un sistema multipunta para tareas de
nanoindentacion con dos QTF como nanosensores: uno, encargado de la
penetracion sobre el material con punta de diamante, y el segundo con una fibra
afilada sobre la punta de diamante, para medir la distancia exacta que recorre el
primero, tal y como muestra (Fig.10) en la imagen. Este sistema multipunta realiza

medidas para determinar la rigidez, en este caso, de una muestra de silicio.

AFM probe

Indentation probe

[ — |
[ I

/

Fig.10 Imagen sacada del articulo [44], donde se muestra un sistema multipunta

para nanoindentacion, basado en dos nanosensores QTF

Otros estudios combinan sistemas de nanosensores diferentes, como en [40],
donde combinan una nanopipeta capaz de hacer labores de litografia denominase
FPN (por sus siglas en inglés ‘“Fountain Pen Nanolitography’). Esta litografia se
realiza a través de reacciones quimicas por entre liquidos o gases, y es capaz de
combinarse con otros sistemas de microscopia, en este caso optica y AFM, tal y
como muestra la imagen (Fig.11.a, Fig.11.b). En (fig.11.c) se muestra una imagen
AFM topografica de una deposicion de oxido de silicio sobre una muetsra de

silicio.
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(b)

AFM tip

FPN nanopipette

(a) (c)
Fig.11 Imagenes obtenidas del articulo [45], donde en (a) y (b) se muestran representaciones artisticas del funcionamiento
del sistema de litografia y AFM, y (c) una imagen topografica AFM de una serie de litografias realizadas previamente con

el sistema FPN.

Recientemente se han desarrollado sistemas como el multiprobe AFP system, de
Evans Analytical Group ©, San Diego, CA, donde han integrado un sistema con
hasta 5 sondas AFM, capaces de realizar medidas AFM de topografia,
espectroscopia, e incluso SCM (microscopia de escanéo por capacidad)
simultaneamente, a través de las fuerzas electrostaticas. En [47] el sistema se
combinacon un SEM, y cuatro de las puntas se posicionan (Fig 12) en diferentes
puntos de un transistor de una memoria de 256KB, para poder determinar las

caracteristicas en la construccion de ésta con tecnologia de 90nm.
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Fig.12. imagen obtenida del articulo [47], donde un sistema multipunta con cuatro nanosesnsore miden la capacidad del

emisor, colector y base de unos transistores de una memoria de 256KB.

Todos estos sistemas muestran la gran versatilidad y las multiples posibilidades
que ofrecen los sistemas nanorobdticos multipunta, capaces de realizar diferentes
ensayos con autonomia entre los diferentes nanosensores, ampliando de esta

forma la versatilidad de medidas a realizar.
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Capitulo 2. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es crear una serie de plataformas tecnoldgicas
de alta precision capaces de desarrollar caracterizaciones eléctricas de muestras
biolégicas a nivel local. Con el fin de no danar a la muestra, esta clase de medidas
han de realizarse sin contactar con ésta. Esto se consigue a partir de la mejora de
las técnicas de microscopia por sonda de barrido aparecidas hasta la actualidad.
Para ello, se presentan una serie de plataformas desarrolladas que permiten

superar una serie de limitaciones técnicas existentes en la actualidad.

Para alcanzar este objetivo se han distinguido una serie de subobijetivos:

1. Desarrollo de un sistema que permita combinar de forma simultanea las
técnicas de microscopia por fuerzas atdomicas y la microscopia por corriente

tunel/campo cercano con una sola punta (C-AFM).

A la hora de conseguir el primer subobjetivo se ha tenido que tener en cuenta
multiples factores. Actualmente, para la adquisicion simultanea de las
caracteristicas eléctricas y mecanicas de las muestras, diferentes autores han
presentado diferentes soluciones, tanto en el uso del “cantilever” como en el uso
del QTF como nanosensor, pero ninguna ha conseguido ser realmente eficiente.
Por ello, la realizacién de un sistema nuevo, basado en un QTF, capaz de realizar
esta clase de caracterizacién de la muestra a nivel local, va a permitir abrir una
gran cantidad de nuevas oportunidades en la investigacion dentro del uso de las

microscopias por sonda de barrido.
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2. Integracion y aplicacion de este sistema C-AFM desarrollado a una
plataforma nanorobética multipunta para la realizacion de diferente tipos de
medidas eléctricas entre dos puntos a una distancia controlada de la

muestra.

Los sistemas nanorobodticos aplicados a la caracterizacion de muestras a nivel
local esta teniendo un gran auge en la actualidad debido a las posibilidades que
ofrecen en cuanto a la automatizacion de los procesos, asi como al control y
visualizacion de las muestras y los sensores, ademas de las posibilidades de tener
mas de un instrumento de medida simultaneamente sobre la muestra. La
integracion del sistema C-AFM desarrollado a una plataforma nanorobdética
multipunta, va a permitir estudios eléctricos con mas de un sensor sobre el mismo
area de estudio, e incluso la posibilidad de realizar ensayos eléctricos combinados
para el estudio de impedancias o caracterizacion electroquimica con dos

electrodos controlados.

3. Estudio y realizacién de los diferentes tipos de medidas eléctricas sobre

muestras bioldgicas.

La principal area de interés a la hora de realizar estos sistemas es la posibilidad
que ofrecen a la hora de trabajar con muestras sensibles sin dafarlas, ya que es
una de las principales limitaciones de la tecnologia actual cuando ambas
caracterizaciones (eléctrica y mecanica) se combinan simultdneamente. Ademas
de las posibilidades que ofrece la plataforma nanorobdtica para trabajar sobre un
punto en concreto de la muestra, las 6ptimas condiciones que ofrecen los QTF

para trabajar en liquido, van a llevar a la exploracidon de los diferentes tipos de
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medidas que se pueden llevar a cabo con la tecnologia desarrollada que no se
encuentran en la literatura hasta la fecha. Una validacién de imagenes C-AFM en
corriente continua y en alterna, y la caracterizacion eléctrica de biofilms con
diferentes tiempos de crecimiento, son dos ejemplos de experimentos
desarrollados en este trabajo de tesis para mostrar las grandes capacidades que

ofrecen esta clase de sistemas.

46

Universitat de Barcelona



Caracterizacion eléctrica de muestras biologicas con resonadores de cuarzo como nanosensores.

Luis Botaya



Capitulo 3. Uso del QTF como

nanosensor C-AFM

Durante las ultimas décadas la microscopia AFM ha sido utilizada para la
realizacion de medidas de propiedades en la nanoescala de muestras blandas [1]
[2-3] y sin recubrir [4-5]. La posibilidad de caracterizar muestras a nivel
nanométrico ha sido un factor diferenciador para el desarrollo de esta clase de
tecnologias. Los AFM comerciales estan basados mayoritariamente en el uso de
puntas acopladas a micropalancas (“cantilever”) [6-7]. Con el avance de los afos
han ido apareciendo multitud de estudios combinando las medidas de AFM con un
“cantilever” como nanosensor junto con otros tipos de microscopias, como
microscopia optica [8], STM [9], o EFM [10].

No obstante, el uso de estas micropalancas viene limitado por su dificultad a la
hora de ser utilizadas en determinados escenarios, como a la hora de integrarlas
junto a técnicas microscoépicas diferentes, realizar medidas en liquido, o cuando se
trata de integrar el sistema de deteccion por laser en escenarios complejos (como
por ejemplo aquellos en los que se integran mas de uno de estos sensores o
aquellos escenarios donde el medio donde se encuentre la muestra no permita el

uso del laser).

En este capitulo se presenta el desarrollo de un sistema C-AFM basado en el uso
de un QTF como nanosensor y puntas metalicas en contacto mecanico con una de
las extremidades de éste. El sistema que se presenta es capaz de posicionarse a
una distancia controlada de la superficie y suficientemente pequefna (en el rango
de decenas de nanémetros) como para permitir el paso de corriente entre la sonda

y la muestra.
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3.1 El uso del QTF como nanosensor AFM

Los sensores AFM tradicionales basados en “cantilever” tienen un bajo factor de
calidad Q (ratio entre la energia almacenada en el resonador y la disipada en cada
vibracion), sobre todo cuando trabajan en liquido, disminuyendo con ello su
sensibilidad. Ademas, la deteccion de la interaccion punta-muestra conlleva a una
gran complejidad a la hora de incorporar el laser para su control, sobretodo en

medidas en liquido y en su integracion en sistemas multipunta.

A la hora de solucionar estos inconvenientes, el uso de los QTF ha pasado a ser
una alternativa al “cantilever” como nanosensor AFM. Estos sistemas
piezoeléctricos de cuarzo sufren una deformacion proporcional a la tensién
eléctrica que se aplica a sus electrodos. Ademas, poseen una gran rigidez
(evitando que colapse la punta con la superficie a distancias muy pequenas).
Estos resonadores de cuarzo presentan grandes ventajas ya que pueden utilizarse
como sensor y como actuador simultdneamente, haciendo que sean herramientas
de autosensado y con ello facilitando su integracidén en sistemas multipunta. Su
gran precision, estabilidad y bajo consumo, sumado a la caracteristica intrinseca
de poseer un elevado factor de calidad (siendo del orden de 10 a 100 veces
superior que los “cantilevers’) convierten al QTF en una herramienta muy

importante en su uso como nanosensor de fuerzas atémicas.

Los QTFs comerciales, en nuestro caso el modelo Abracon AB38T, se encuentran
encapsulados en vacio mediante una cubierta metalica (fig 1.a). Estos
resonadores tiene una frecuencia de resonancia de 32,768KHz y un factor de

calidad igual o mayor a 100000 en vacio, y de unos 10000 en condiciones
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atmosféricas [11]. A la hora de trabajar con ellos como nanosensor, hay que
extraer la capsula metalica y acoplarles una punta afilada (Fig.1.b) en uno de sus
laterales. Como resultado de este montaje, tanto la frecuencia de resonancia como

el factor de calidad iniciales, se ven modificados.

(a) (b)
Fig 1. Imagen de QTF (a), tal y como se suministran estos dispositivos comerciales, encapsulados en vacio, (b) muestra al
QTF como nanosensor, el cual a la hora de ser usado como herramienta AFM, se ha de desencapsular y afiadir una punta
afilada, en este caso de fibra de vidrio.

A través de la la excitacion eléctrica del QTF a su frecuencia de resonancia se
provoca una vibracidn mecanica en el resonador que se transmite a la punta, y
ademas produce una corriente eléctrica del orden de 1nA por nandémetro de
oscilacion de sus extremidades. A través de la medida de la corriente circulante
por el piezoeléctrico se puede obtener la amplitud de oscilacion del sensor. La
aparicion de fuerzas de interaccion entre la punta y la muestra (al aproximarse
entre si) producen una modificacion de la frecuencia de resonancia del
nanosensor, una reduccion de la amplitud de oscilacién del QTF y con ello una
variacion en la corriente detectada a través de los electrodos del QTF. De esta
forma, a través del control de esta amplitud se puede regular la distancia entre la

punta y la muestra (Fig.2)
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Desplazamiento
respuesta en frecuencia

........ Lectura corriente sin
‘I interaccion

Corriente

r Frecuencia

Fig.2 En la imagen se muestra una representacion de la lectura de la corriente que proporciona el piezoeléctrico. Al ser
excitado a su frecuencia de resonancia produce una respuesta en corriente con un comportamiento de filtro ideal pasa
banda a su frecuencia de resonancia. En el caso de aparecer una fuerza entre la punta y la muestra se produce un cambio
en su respuesta en frecuencia, y de esta forma al seguir excitado a frecuencia constante, la amplitud de corriente

detectada disminuye.

Sin embargo existen ciertos inconvenientes a la hora de trabajar con QTF como
nanosensor: hay que tener en cuenta que la manufactura y el montaje no es
comercial y que el QTF y la punta se acoplan manualmente. Ademas los sistemas
comerciales para medidas en liquido no estan acondicionados para el uso de
estos nanosensores. Todo esto produce que la repetitividad en los ensayos con
diferentes sensores basados en QTF sea baja, convirtiéendose en un inconveniente

a tener en cuenta.

3. 1.1 Sistema electronico de medida

El comportamiento mecanico del QTF viene descrito en el articulo [11] a través del
modelo Butterworth-Van Dyke (Fig.3). Este modelo describe el comportamiento de
este resonador a través de componentes pasivos, donde Cry Ls# son la capacidad

y la bobina asociadas al comportamiento resonante, Ry es la resistencia que
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modela la disipacién de energia, y C, modeliza la capacidad parasita debida a los

contactos, cables, etc.

TF . Ry Ly Cy
—HF = —wvmgv\—{ —
I
LR

Fig 3. Modelo Butterworth-Van Dyke, que describe eléctricamente el
comportamiento del resonador QTF. Este modelo se simplifica en un

RLC en serie y una capacidad parasita en paralelo.

Tal y como se presenta en [12], a |la hora de realizar medidas AFM con un QTF, se
utiliza un sistema electrénico para poder medir la amplitud resultante. Esta
electronica consiste en un circuito que introduce una corriente a la senal
proporcionada por el resonador y de esta forma compensar los efectos parasitos
capacitivos, y una circuiteria de realimentacidon capaz de ajustar la fase y la
amplitud de la senal y con ello modificar el factor de calidad, mejorando la
reproducibilidad del sistema. Estudios realizados en [13-14] demuestran como el
uso de esta electronica permite obtener una gran reproducibilidad usando
diferentes resonadores QTF como nanosensor AFM, a partir de ensayos sobre

diferentes muestras.

A partir del control de la interaccion punta/muestra a través de las variaciones de
la frecuencia de resonancia del QTF [15], se va a aprovechar para, una vez
incorporada una punta conductora en contacto con el resonador, poder obtener las

caracteristicas eléctricas de la muestra a una distancia constante.
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3.2 Uso del QTF como nanosensor para medidas

C-AFM con puntas metalicas comerciales en

contacto mecanico sin adhesivo.

Diferentes aplicaciones y estudios han indicado la importancia de obtener
imagenes simultaneas de topografia y conductividad de la superficie de muestras
con una precisidn nanométrica. Para este fin, se han desarrollado sistemas de
microscopia por fuerzas atomicas y conductividad (“C-AFM” por sus siglas en
inglés “Conductive Atomic Force Microscopy”) [16, 17]. En estos estudios, las
medidas C-AFM estan basadas en el uso de un “cantilever” con punta conductora
como nanosensor. Esta punta conductora esta conectada a un amplificador de
corriente para adquirir la conductividad local, mientras la imagen topografica es
adquirida a través de la deflexibn mecanica del “cantilever’”. Desde la invencién de
la técnica C-AFM, ésta ha sido aplicada con éxito en la caracterizacion eléctrica de
una gran variedad de sistemas nanométricos como nanotubos de carbono [18],
nanocables semiconductores [19], monocapas moleculares [20], o capas

organicas [21].

Una de las limitaciones del C-AFM con un “cantilever” como nanosensor es la
necesidad de tener la punta en contacto fisico con la muestra y asi asegurar un
buen contacto eléctrico y un correcto flujo de corriente. Esta limitacion condiciona
el uso de estos sistemas para medidas sobre muestras blandas o fragiles, como
seria en el estudio de muestras bioldgicas o polimeros blandos. Estas muestras
pueden acabar danadas de forma irreversible durante la adquisicion de las

medidas. A la hora de solucionar estas limitaciones, se han ideado modos de
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imagenes con C-AFM especiales minimizando la fuerza lateral [22] sobre las

muestras; no obstante, su uso esta poco extendido por su extrema complejidad.

Al demostrar la posibilidad de adquirir una imagen de la superficie de una muestra
con una precision nanomeétrica usando el QTF como nanosensor [23-24], la
complejidad de un sistema para la medida C-AFM basado en QTFs se reduce. La
punta se mantiene a una distancia constante de la muestra y las fuerzas laterales
son drasticamente reducidas (método util y seguro en estudios sobre muestras
blandas [25-26]). Recientemente se han publicado estudios de C-AFM basados en
el uso del QTF con puntas metalicas como nanosensor. Estos estudios abarcan la
fabricacion de las puntas [27], las diferentes partes del sistema desarrollado [28,
29], y los test de validacién [30]. Estas publicaciones se basan principalmente en
la utilizacién del sensor en una configuracion Qplus. Esta configuracion consiste
en el acoplo de una de las extremidades del QTF a un vibrador mecanico,
encargado de la vibracion del nanosensor. A diferencia del modo de
funcionamiento de vibracion paralela a la muestra, esta configuracion Qplus

produce que la punta oscile perpendicularmente ( “tapping”) a la superficie (Fig.4).

- Vibrador

-

e

yd = Extremo QTF anclado

s
Medida de la //
corriente generada

T Extremo QTF punta

Fig.4 En la imagen se muestra la disposicion de los diferentes elementos en la configuracién Qplus con un QTF como
nanosensor. La vibracién se transmite al QTF, generando una respuesta eléctrica. La punta, pegada en la extremidad libre
del QTF, al notar una fuerza produce una variacion en la corriente medida a través de los electrodos. A partir del control de

esta corriente se mantiene la fuerza de interaccion constante.
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En esta configuracion, la punta esta pegada y conectada al electrodo de la
extremidad del QTF no acoplada al vibrador mecanico, midiendo la corriente
punta/muestra a través del electrodo del QTF [31]. Esta clase de configuracion ha
sido usada para medir diferentes tipos de muestras como nanocircuitos eléctricos
a baja temperatura [32] o moléculas [33]. Sin embargo, con esta clase de medidas
es dificil obtener imagenes topograficas y eléctricas simultaneamente. Ambas
sefales son registradas a través del mismo electrodo, incrementando la dificultad
tanto en la adquisicion como en la interpretacion de ambas medidas. Ademas,
como en esta configuracion una de las extremidades del QTF esta encajada en el
resonador para oscilarlo mecanicamente, la cuantificacion de las medidas es muy
compleja, ya que resulta muy dificil calcular/calibrar el acoplo mecanico existente
entre el vibrador y el QTF, y ademas, la corriente resultante de la vibracién del
piezoeléctrico se ve drasticamente reducida. Algunos estudios [34] donde la punta
estd pegada a uno de las extremidades del QTF, y donde la punta esta
directamente conectada a un |-V, consiguen integrar ambas imagenes de forma
simultanea. No obstante, dichos trabajos muestran la gran complejidad en la
fabricacion e integracion del sistema QTF/punta y la conexion de esta ultima al

sistema I-V.

Asi pues, se ha desarrollado un prototipo para la medicién de la conductividad a
una distancia constante de la muestra con un QTF como nanosensor. En este
dispositivo, el QTF esta eléctricamente excitado y el control en la frecuencia de
oscilacion del QTF vy el flujo de corriente a través del nanoelectrodo se miden de
forma independientemente. Esta independencia en la adquisicién de las senales,
va a permitir realizar una imagen topografica a una distancia constante vy
controlada de la muestra, mientras a su vez se adquiere un mapeado de la

conductividad de la superficie.
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Este sistema se ha basado en el diseno de un cabezal capaz de situar la punta
metalica en contacto mecanico con una de las extremidades del QTF sin el uso de
adhesivos. Este posicionamiento mecanico nos permite el uso de unas puntas
comerciales metalicas largas y afiladas, algo que nos proporcionara ventajas en
futuras aplicaciones, como medir en liquido, introduciendo simplemente la parte

afilada de la punta.

3.2.1 Elementos del sistema C-AFM

El sistema para trabajar con un QTF como nanosensor C-AFM se basa en un
microscopio comercial AFM, donde se acopla la electronica necesaria para poder
realizar estas medidas. En este caso, el microscopio en cuestion es el Microscopio
Cervantes de la empresa Nanotec Electronica ®, junto con el Software WSxM, que
permite controlar este dispositivo a través de un ordenador comercial, al que se le

ha afadido un DSP en un puerto PCI.

Este microscopio comercial permite conectar sefales externas para realizar
medidas de AFM dinamicas, a través de uno o dos amplificadores “Lock-in”
incorporados en él. Esta clase de amplificadores permiten determinar la amplitud
de una sefal a una determinada frecuencia con muy bajo ruido. Ademas, el
controlador digital posee cuatro lazos de control Pl (Proporcional-Integrador)

totalmente configurables.

El esquema de la figura (Fig 5) muestra el sistema electronico desarrollado y su
conexionado de forma detallada. En la figura se muestra la representacion

esquematica del sistema y también una vision general del dispositivo C-AFM. La
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sefnal de excitacion del QTF (AFM) y la tension de ‘bias”(C-AFM) se generan en el
controlador digital. Para el control del QTF, el sistema consta de la electronica
descrita para la lectura de la amplitud del sensor (‘feedback” de control),
compensacion de la capacidad parasita y control del factor de calidad [35]. El
ultimo elemento es un sistema de lectura de corriente (circuito amplificador I-V y
selector de ganancias, entre 10K y 10G) punta/muestra. Este circuito |-V esta
basado eon el amplificador de Analog Devices AD549JH. Es un amplificador de
muy baja corriente de ‘b/ias’, que permite factores de amplificacion muy elevados.
En caso de trabajar en corriente alterna, su ancho de banda permite medir desde
5KHz y 10M de ganancia, hasta 5MHz y 10K de ganancia. Esta electronica esta
conectada directamente a la punta metalica, adquiriendo y acondicionando la
corriente generada al médulo Dulcinea parar visualizarla y tratarla a través del

software WSxM.

Compensacion de H
|a capacidad R:

-

©—
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BPF Corriente
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| 3
‘v, V.bias h]
! a
' E
' <
'
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Frecuendiz Frecuenciz

Fig.5 Esquema electronico general desarrollado para el control del nanosensor QTF-punta, y adquisicién y amplificacion de

la corriente punta/muestra.
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3.2.1.1 Nanoelectrodos

La puntas metalicas seleccionadas como nanoelectrodos son puntas de tungsteno
comerciales (TT-ECM19 de “Bruker AFM Probes”). Se han elegido estas puntas
porque en trabajos previos [36, 37] se ha demostrado buenos resultados al utilizar
puntas de tungsteno para las medidas de corriente, debido a su buena respuesta
eléctrica y los buenos radios que se obtienen en su afilado. Ademas, el hecho de
que sean comerciales (afiladas por parte del distribuidor) nos permite la posibilidad
de trabajar con un radio de punta comparable a nanosensores basados en
“cantilevers” comerciales (en el caso de comparar resultados obtenidos con
diferentes puntas). Estas puntas tienen un radio aproximado de unos 250nm y un
angulo de apertura de unos 35°. La figura (Fig.6) muestra imagenes de las puntas
tomadas a través del microscopio de barrido por electrones ( “SEM’, por sus siglas

en inglés "Scanning Electron Microscopy”).

SEI 20 kV SEI 20kV SEM 20kV

(b) (c)

Fig.6 (a)-(c) Imagenes con diferentes amplificaciones, de una punta de tungsteno. Estas imagenes fueron tomadas con un

microscopio SEM.

A la hora de poner en contacto la punta metalica con la extremidad del QTF hay
que tener en cuenta que las puntas de tungsteno tienen una rigidez y peso mucho
mayor que las puntas de fibra usadas en las aplicaciones de SNOM, por lo que en

el caso de adherirlas a través de un adhesivo producen unos modos de vibracion
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en el sensor no aptos para poder trabajar en el modo de excitacion eléctrica. Para
la realizacion de estas medidas es necesaria la introducciéon de un nuevo cabezal
que permita poner en contacto fisico la punta con la extremidad del QTF sin el uso

de adhesivo alguno.

3.2.1.2 Cabezal C-AFM

El cabezal disefhado esta inspirado en trabajos previos [38-39], de forma que
pueda posicionar la punta metalica en contacto con la extremidad del resonador
sin necesidad de adhesivo. Este cabezal fue disefiado en Solid Works 2012, y
fabricado a traviies de la fundacion CIM-UPC, Barcelona. El cabezal es
completamente de aluminio, con la parte externa anodizada, de forma que el
sistema quede protyejido ante factores ambientalezs y otorgandole un caracter
aislante y previniendo a su vez de ruido eléctrico. Los tornillos utilizados para el
posicionamiento de la punta, de la marca T7Throlabs, Newton, New Jersey, USA
(modelo MAS20), son tornillos de ajuste fino, con un recorrido de 20mm y 0,25mm

de métrica.

El cabezal (Fig.7.a) permite posicionar el cable de tungsteno sobre el QTF a través
de un sistema de tres grados de libertad. Este sistema incorpora un control en tres
ejes, ajustable a través de tres tornillos de paso corto (fig.7.b). El cable de
tungsteno se encuentra anclado al cabezal, pudiéndose colocar sobre la posicion
adecuada a través de estos tornillos de paso micrométrico. En la figura (fig.7.c) se
muestra todo el sistema, asi como una imagen ampliada (fig.7.d) del contacto fijo

entre el cable de tungsteno y el resonador.
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Adquisicion
de corriente

(© ' (d)
Fig 7 Cabezal disefiado para poder posicionar la punta metalica en contacto mecanico con la extremidad del QTF.
(a) Disefio 3D del cabezal asi como su configuracion con 3 grados de libertad para poder situar el cable de
tungsteno en un buen contacto mecanico. (b) Esquema del proceso de posicionamiento del cable sobre el QTF.
(c) Elementos del sistema, posicionadores en tres ejes, entradas de control/adquisicion, y la muestra. (d)

fotografia de un cable en contacto mecanico con el QTF.

3.2.1.3 Electronica de medida

Ademas de la electronica ya disenada para el control del QTF como nanosensor
AFM, el sistema consta de una electrénica para la adquisicidén y adecuacion de la
corriente medida [40]. ElI esquema de la figura (Fig.8), muestra la disposiciéon de

esta electronica en el sistema C-AFM.

Medidas
eléctricas
Control
Oscilacion

Muestra
Polarizada

(b)
Fig.8 Muestra de la disposicion de los diferentes elementos del sistema (a), (b) una representacion del proceso de

adquisicion de corriente a través la punta metalica.
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La electronica para medir la corriente extraida a través de la punta se basa en un
amplificador I-V. El circuito se basa en un amplificador operacional AD549JH. Este
amplificador tiene como caracteristicas principales una corriente “b/as” muy baja y
grandes valores de amplificacion. El sistema incluye un selector de multiples
ganancias para poder medir un gran rango de corrientes, que van desde 10K a
10G. A la hora de realizar las medidas se polariza la a un determinado voltaje a
través del sistema Cervantes. Cuando la punta se encuentra suficientemente
cerca de la superficie, y el voltaje aplicado es suficientemente alto, aparece una

corriente tunel entre la punta y la muestra.

3.2.2 Resultados del sistema C-AFM

3.2.2.1 Experimentos de verificacién y calibracion

La verficacion del sistema se presenta dividida en la evaluacion del cabezal

disenado y en la calibracién/validacion del sistema de adquisicion de corriente.

Estabilidad del cabezal: A la hora de realizar medidas C-AFM con el sistema, es

basico que el cabezal, encargado de poner en contacto el QTF con la punta
metalica, tenga una gran precision y estabilidad. Ya no solo en cuanto a poner en
contacto ambas partes, sino también que el contacto mecanico sea estable. Al
poner en contacto el QTF y el cable de tungsteno se produce un cambio en la
frecuencia de resonancia y en el factor de calidad del sensor. A la hora de realizar
los diferentes experimentos es necesario que estos dos valores permanezcan

invariantes.

Luis Botaya



Para comprobar la estabilidad, se hizo una revisidén de la variacion de la frecuencia
de resonancia y el factor de calidad de un sensor con punta acoplada
mecanicamente a lo largo de 24 horas. La figura (Fig.9) muestra la evolucion
durante este periodo de tiempo. En la figura se observa como el factor de calidad
decrece un 22% durante las etapas iniciales (300 primeros minutos)
permaneciendo estable posteriormente. Por su parte, la frecuencia de resonancia
apenas varia un 1% de su valor inicial. Hay una pequefa variacién inicial antes de
los 30 primeros minutos, pero se puede considerar constante a partir de ese

instante.
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Fig. 9. Evolucién de la frecuencia y el factor de calidad con el tiempo. En la grafica, se observa como a partir de

media hora, la variacién es practicamente inapreciable, permitiendo trabajar con este sistema con fiabilidad.

Los resultados obtenidos a la hora de estudiar la estabilidad del sistema son
concluyentes. El cabezal es apto para la realizacion de medidas C-AFM. Una vez
establecida la union entre el resonador y la punta, hay que esperar un tiempo de
estabilizacion. La experiencia en el uso de este sistema, asi como los resultados

obtenidos en este analisis, nos ha llevado a determinar que este tiempo es
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suficiente con dos horas de espera, ya que la frecuencia de resonancia es estable

y el factor de calidad apenas varia a partir de ese punto.

Validacién del Sistema: La validacion general del médulo C-AFM se muestra a

partir de los resultados obtenidos al medir una serie de resistencias discretas de
valor conocido. En estos ensayos se ha aplicado un potencial sobre uno de los
contactos de una resistencia, y se ha medido la corriente a través del otro

contacto.

El analisis |-V consiste en aplicar una variaciéon de un potencial entre dos valores,
y observar como varia la corriente resultante. En este caso, se aplica una
variacion de potencial en continua, sobre cada una de las resistencias. Debido a la
posibilidad de saturar la salida del amplificador (amplificacion de 10M), la variacion
del voltaje aplicado a cada una de las resistencias es diferente. Los resultados se
pueden ver en la siguiente figura (Fig.10). En la primera grafica observamos la
evolucion de la corriente medida sobre una resistencia de valor nominal de 98 KQ.
En la segunda podemos ver el resultado obtenido al realizar el analisis |-V a través

de una resistencia de 469 KQ. Y en la tercera, sobre una resistencia de 897 KQ.

| | " | | | " | | |
- L
— Corriente R 97.5 KQ Corriente R 469 KO —_Corriente R 897 Kn/
~ —~ s _
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Voltaje entrada (V)

(a) (b) (©
Fig.10 muestra los resultados de las diferentes curvas obtenidas, (a) la curva |-V sobre una resistencia de 98 KQ, (b) la |-V

sobre una resistencia de 469 KQy (c) sobre una resistencia de 897 KQ.
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A partir de las grafica obtenidas, y de sus rectas de regresion, se puede

determinar los valores de resistencia obtenidos para cada uno de los ensayos

(tabla.1).
Resistencia | Valor nominal | Valor medido | %error
[KQ] [KQ]
R1 98 97,4 0,51
R2 460 458,9 0,23
R3 897 891,9 0,56

Tabla.1. Resultados de las resistencias medidas y su error.

De los resultados se extrae que el valor de la resistencia medida es correcto, con

un muy bajo error.

3.2.2.2 Experimentos C-AFM

Experimento modo |-V a diferentes distancias punta/muestra C-AFM: En este

modo de espectroscopia se coloca la punta a una distancia controlada de la
muestra (gracias a la medida de la senal del QTF). A la vez, se mide la corriente
mientras se aplica una rampa de voltaje (Curva I-V). Una vez adquirida la curva |-V
(una linea), la punta se aproxima mas a la muestra con un paso constante. En el
primer experimento se adquiere una imagen sobre una estructura de oro (Au
(111)). La punta se desplaza 350 nm desde la posicidn inicial en direccion a la
muestra, con un total de 256 pasos ( imagen de 256x256 puntos). Durante cada
uno de estos pasos, se adquiere una curva |-V correspondiente a una variacion

entre-1Va1lV.
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La imagen resultante se puede observar en la figura (fig.11), junto a su
representacion en 3D. Estas imagenes muestran que cuando la punta se
encuentra lejos de la muestra (>200nm) la corriente es nula; conforme la punta se
acerca a la superficie del oro, empieza a adquirirse una corriente, aumentando a
medida que se reduce la distancia. En la imagen se puede observar como el valor
es nulo hasta alcanzar una distancia entre la punta y la superficie de 120nm. Esta
distancia es obtenida a partir una curva de aproximacién, (distancia-amplitud)
previamente. A partir de estos 120nm de distancia, empieza a aprecer una
corriente dependiente del voltaje aplicado. Cuando la punta se encuentra
suficientemente cerca de la muestra, la corriente aumenta llegando a saturarse
cuando la tensién aplicada es suficientemente grande. El valor de la corriente de
saturaciéon es de aproximadamente *10nA. La pendiente de corriente se ve
incrementada conforme la punta se aproxima a la muestra por los efectos de

corriente tunel/emision de campo y la reduccion dela distancia punta/muestra.

De esta forma, esta imagen de esctroscopia C-AFM permite demostrar que la
punta metalica puede ser posicionada suficientemente cerca de la muestra para

observar la conduccién de corriente con independencia del control de la distancia.

10.45nA

N

4.0V

(a) ()
Fig 11. Imagen de |-V a diferentes alturas aproximando la punta a la muestra. En (a) se

aprecia la aparicién de corriente a partir de los 120nm. En (b) su representacion en 3D.
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Experimentos del modo imagen C-AFM: En el modo imagen [41], la punta escanea

la superficie a una distancia constante (distancia constante a partir de la
interaccidn punta/muestra, controlada a través de la variacidon de la frecuencia por
las fuerzas atomicas aparecidas al aproximarse ambas) mientras que la muestra
se polariza a un voltaje constante. Si esta tensién es suficientemente alta y la
distancia entre la punta y la muestra suficientemente pequena, aparece un flujo de

electrones capaz de saltar este espacio existente entre ellas.

Para estos experimentos se ha utilizado una muestra microfabricada, con forma de
escalones, hecha de 6xido de silicio (SiOz2) sobre silicio muy dopado. Este sustrato
consiste en una oblea de silicio sobre la que, mediante técnica de litografia, se ha
hecho crecer escalones de Oxido de silicio cada 20 um. Cada uno de estos
escalones es de 7um de ancho y 50nm de alto. A su vez, entre cada escalon, hay

13 um de separacion.

La figura (fig.12) muestra ambas imagenes (topografia y conductividad) adquiridas
simultaneamente. La primera, muestra la topografia adquirida. La segunda, a su
vez, muestra la corriente medida, y con ello, las diferentes partes conductoras del
sistema, mostrando que no hay conduccion en las partes donde se crecieron los
escalones de 6xido de silicio. Cabe destacar que el sustrato de silicio tiene una
capa natural de Oxido, es por ello que es necesario el aplicar un potencial elevado

de 10 V para que asi los electrones puedan superar la distancia entre la punta y la

(a) (b)
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Fig.12. C-AFM (a) (b) Imagen de la topografia y conductividad, respectivamente, adquiridas a través del sistema

desarrollado.

En la siguiente figura (fig 13), se muestran unas imagenes de la misma muestra

magnificadas. En ellas se observan ambas imagenes (topografia y conductividad)

asi como sus perfiles.

33.50 nm

70.00 nm

(a)

——Topografia

60
404
04

D U

0 1:0 2=3

X (um)
(©)

Current (nA)

(b)

——Corriente

Fig. 13 (a) y (b) muestran la imagen topografica y de conductividad ampliadas de la muestra de calibracion estudiada, asi como el

perfil de estas imagenes (c) y (d), donde se puede observar con mas nitidez las medidas adquiridas.
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Capitulo 4. Sistema nanorobdtico

para medidas eléctricas basado en

resonadores de cuarzo (QTF)

como hnhanosensores. Plataforma

NanoBioFork

Estudios previos realizados por el grupo de trabajo en el que se realiza esta
investigacion han demostrado como un sistema nanorobdético con un microscopio
optico integrado es capaz de realizar labores de posicionamiento de diferentes
efectores. Estos estudios muestran la viabilidad del uso de este sistema con dos
puntas AFM basadas en “cantilevers” [1] y con un sistema de dos puntas AFM,

una de ellas basada en un “cantilever”y la otra en un QTF [2].

Ambos estudios ponen de manifiesto la posibilidad de usar el sistema con
herramientas de nanosensado (“cantilevers” piezoresistivos capaces de medir su
interaccion sin la necesidad de un sistema externo) y combinando uno de estos
“cantilevers” con un nanosensor basado en un QTF. El sistema, gracias a la
visualizacion de la escena con un microscopio Optico, es capaz de situar las
puntas en las posiciones deseadas sobre la muestra y mantener la distancia entre

ambas constante. De esta forma se consiguen realizar experimentos de
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caracterizacibn mecanica, imagen vy litografia multipunta. Esta plataforma

ROBOCELL multipunta se muestra en el siguiente esquema (fig.1).

Optical Microscope

Robot 1 Plezo fine Piezo fine Robot 2

Motorcoarse > ¢

Motor coarse

Stick-slip coarse Micro range

B Nanorange

Sample stage

Fig 1. Representacion de la plataforma ROBOCELL. (a) Muestra el esquema general del sistema multi-punta presentado en
[1]. En él aparecen los dos sistemas robdticos encargados del posicionamiento macro y micro, la disposicion de la punta, el
escaner, y el microscopio optico. (b) Imagen de la plataforma utilizada como punto de partida para el desarrollo de la nueva

plataforma multipunta C-AFM.

La plataforma consta de posicionadores de largo alcance (posicionamiento macro
y micro), ambos de Thorlabs®, uno el MT3 (Fig.2.c) de tres grados de libertad, y
otro el APT604 (Fig.2.b), de seis grados de libertad. Cada uno de ellos tiene una
resolucion de 40nm y un recorrido maximo de 12mm. Los posicionadores de corto
alcance (posicionamiento micro y nano) ambos de Physik Instruments (Pl),
Karlsruhe, Alemania (modelo P-611.3 Nanocube®) (Fig.2.a), poseen una
resolucion de 0,2nm y un recorrido maximo de 120um. El sistema posee un piezo
escaner (Nanotec Electronica®) con resolucidon nanométrica en los ejes X-Y
(recorrido de 65x65um) y subnanométrica (recorrido de 8um) en el eje Z. El driver
de control es el Dulcinea driver, de Nanotec Electronica®. Todo el sistema esta
dirigido a través de un sistema informatico (WSxM de Nanotec electronica®) para
el control de la interaccion de ambos sistemas y de un Software propio para el

control del posicionamiento macro.
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(a) (b) (c)
Fig.2. Los diferentes elementos de posicionamiento que presentan cada uno de los sistemas
motoricos. (a) El piezo de Pl Nanocube, (b) el micro-posicionador de Thorlabs® APT604 y (c) el
MT3-Z8 de Thorlabs®.

El funcionamiento del sistema se basa en herramientas de autosensado [3]. Estas
nanoherramientas tienen como caracteristica principal que miden la interaccién
punta-muestra sin la necesidad de un sistema de medida externo. Este sistema
permite el uso de dos de estos sensores sin la necesidad de que estos sean
iguales. En la siguiente imagen se muestra el esquema mecanico de la nueva

plataforma desarrollada a partir de la plataforma previa ROBOCELL (Fig.3).

Muestra

Roll  pitch

X X

’
: s
Sistema motores 1

Fig 3. Esquema mecanico general del sistema multi-punta desarrollado. En él aparecen
los dos sistemas robéticos encargados del posicionamiento macro y micro, la disposicién

de los cabezales, la muestra y el microscopio 6ptico.
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En esta configuracion se eliminé el escanner, ya que el control de ambas puntas
se realiza a través de cada uno de los motores piezoeléctricos del sistema de

forma simultanea e independientemente entre si.

A partir del desarrollo tecnolégico del sistema C-AFM basado en un QTF explicado
en el capitulo previo, se ha modificado la plataforma robética multipunta para
incorporarle a cada herramienta un nuevo médulo C-AFM modificado. El objetivo
es desarrollar un equipo capaz de realizar ensayos de impedancia sobre
elementos concretos de una muestra. Ademas de poder realizar ensayos C-AFM
con dos puntas de forma independiente, o elaborar mediciones electroquimicas

con dos electrodos controlados y posicionados por separado.

4.1 Desarrollo de la plataforma multipunta para la

obtencion de la impedancia a nivel local.

Una vez analizadas en el capitulo anterior las cualidades que ofrece el médulo C-
AFM desarrollado y sus funcionalidades, éste se ha integrado en una plataforma
nanorobotico multipunta. Esta nueva plataforma abre una gran cantidad de
posibilidades a la hora de caracterizar o interactuar con la muestra, como son la
posibilidad de realizar medidas de impedancia entre dos puntos concretos de la
muestra, o llevar a cabo medidas electroquimicas con electrodos a una distancia

controlada de la muestra [4,5].

En este apartado, se presenta la platarfoma multipunta NanoBioFork con dos

sensores C-AFM para realizar medidas eléctricas a una distancia controlada entre
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la punta y la muestra. Esto se consigue a través de un acoplo mecanico entre una
punta metalica y un resonador de cristal de cuarzo (QTF), encargado éste ultimo
de controlar la distancia punta/muestra. Ambos sensores son constantemente
visualizados por un microscopio Optico y pueden ser posicionados con una
precision micrométrica; de esta forma, se pueden tomar medidas eléctricas en 3D
[6], controlando la posicion de cada una de las puntas a través del microscopio

optico, y cada una de ellas trabajando de forma independiente

4.2 Equipos y materiales

La plataforma esta compuesta por dos sistemas de motores, donde cada uno de
ellos esta formado por dos mddulos de movimiento. Uno encargado de un
movimiento macro (grandes distancias, resoluciones micrométricas), y otro de un
movimiento fino (pequefias distancias, resoluciones nanométricas); este ultimo,
ademas, sera el encargado de realizar el control en Z de la posicién de cada una
de las nanoherramientas. Este sistema, a diferencia de la plataforma ROBOCELL
anterior, no consta de un piezo escaner, sino simplemente incorpora un soporte

fijo, robusto y estable donde situar la muestra.

La plataforma multipunta NanoBioFork desarrollada utiliza como unidad principal el
controlador comercial Dulcinea de Nanotec Electronica®, y su software de
configuracion y analisis de datos, WSxM. Este controlador esta equipado con dos
tarjetas de amplificadores “Lock-in”[7] encargadas de tratar las sefales recibidas
por el nanosensor (deteccion de amplitud a la frecuencia de resonancia). Ademas,
integra 4 sistemas de control Proporcional Integral y un total de 16 canales de

entrada/salida analégicos.

76

Universitat de Barcelona



Caracterizacion eléctrica de muestras biologicas con resonadores de cuarzo como nanosensores.

4.2.1 Hardware y Software disefado.

En el esquema siguiente (fig.4) se muestra el conexionado y flujo de sefales de la

electronica y control de la plataforma NanoBioFork desarrollada.

IV, Ccomp, i
I A contrl Lock-in1
IV, Ceomp, Lock-in 2
Q control
PI1
PI2
Controlador
Digital
Entrada
v analdgica

Fig.4. Esquema de la electrénica y control del sistema. La fuerza de interaccion entre las puntas y la superficie es medida a
través de la electronica disefiada. El controlador digital usa el control (Pl) en esta fuerza para ajustar el eje Z del actuador.
La impedancia, por su parte, se mide a través del médulo |-V y un amplificador “Lockin” cuando se trabaje en corriente

alterna.

El sistema incluye dos unidades electronicas para la medicién de la interacciéon
entre la punta y la muestra a través de la respuesta del QTF [8]. La salida de cada
una de las unidades electronicas se conecta a uno de los amplificadores “Lock-in”
integrados en del controlador digital, para medir con precision la frecuencia,
amplitud y fase de cada uno de los QTFs. Para medir la corriente en la punta se
utiliza el sistema basado en un |-V con el amplificador AD549JH (Analog
Devices,Norwood, MA, USA). Como ‘“Lock-in” externo para la lectura de la
corriente en alterna se ha utilizado un “Lock-in” comercial (Anfatec, Vogtl,
Alemania, modelo eLockin 204/2). Este mddulo entre otras caracteristicas, tiene

un ancho de banda de 1 MHz, 4 canales “Lock-in” y 4 salidas analdgicas.
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Ademas, la plataforma nanorobd6tica NanoBioFork dispone de una serie de
dispositivos desarrollados para manejar el sistema completo. Consisten
principalmente en wuna electronica para el control del nanoposicionador
piezoeléctrico y un sistema Hardware-Software para poder realizar una

aproximacion automatica a la muestra para cada una de las puntas.

Hardware de control del nanocubo Pl: Cada uno de los nanocubos estan

controlados a través de su propio driver, de Physik Instruments (Pl), Karlsruhe,
Alemania (modelo E-664). El médulo comercial Dulcinea, incluye un unico sistema
interno y configurable para la comunicacion con este tipo de drivers. Por otra
parte, se ha desarrollado una electronica exclusiva para el segundo Driver, que

permite adaptar las sefales del controlador Dulcinea a éste.

Hardware y Software para la aproximacidon automatica de ambas puntas: La

electrénica y Software de la aproximacion, permite un acercamiento automatico de
ambas puntas a la muestra, a través de la medida de la variacion de la frecuencia

de resonancia de cada uno de los nanosensores.

La aplicacion informatica desarrollada permite configurar y controlar diferentes
parametros para esta aproximacion automatica, como la velocidad, precision de
paso, o nivel de interaccion. El paso minimo de 0,1um, un recorrido maximo de

12mm y una velocidad maxima de 3mm/s.

Ademas, todo este sistema permite posicionar cada uno de los sensores sobre el
punto de interés, ya sea una microparticula, una célula o un punto concreto a
analizar, todo ellos combinado con la imagen obtenida a través del microscopio

Optico (paso minimo 0,2nm y recorrido de 120um).
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4.2.2 Las puntas melalicas

Las puntas seleccionadas para este sistema, son puntas STM comerciales de
Tungsteno (TT-ECM19 de “Bruker AFM Probes” ), de la misma forma que en el
trabajo del capitulo previo. No obstante, en la plataforma hay que tener en cuenta
que para poder trabajar de forma cooperativa bajo un microscopio 6ptico es
necesario doblar las puntas. En la figura (fig.5) se observa la inclinacién que
deben tener estas puntas para poder ser visualizadas a través del microscopio y
ademas conseguir que la interaccién punta/muestra se produzca en el extremo
afilado. Tal y como se muestra en la imagen, las puntas han de ser dobladas con
un angulo B’ sobre el eje vertical, y asi poder tener el final de la punta visible
desde la vista occipital proporcionada por el microscopio optico. Si a es el angulo
del cono de la punta, el angulo minimo con el que ésta se puede doblar es a, y el

maximo 90°-a.

Diferentes medidas realizadas sobre 10 puntas comerciales, se ha observado que
las puntas tienen el cono con un angulo de a =32° +6°. Por tanto, atendiendo a los
extremos, las puntas tienen que estar dobladas un angulo entre 38° y 52° desde el

eje horizontal.

() (b)
Fig.5. (a) Representacion esquematica de la geometria que deben tener las puntas de tungsteno para que ademas de
permitirse la interaccion exclusivamente de la punta con la muestra, también permita observar dénde se posicionan éstas,

(b) una imagen de como finalmente se disponen estas sondas sobre la muestra.
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4.2 3 El cabezal

A partir del sistema C-AFM de una sola punta, basado en un cabezal que permite
posicionar la punta en contacto con el QTF presentado en el capitulo anterior, se
ha disefado un nuevo cabezal para adaptarlo a esta nueva plataforma
NanoBioFork. Este nuevo cabezal, permite posicionar una punta afilada en
contacto fisico y sin adhesivo con la extremidad del QTF, y controlar la interaccidn
punta/muestra y la extraccién de la corriente circulante independientemente al
control de la punta. Se ha diseiiado un cabezal donde se controla la posicidn del la
punta de tungsteno afilada con 3 grados de libertad, permitiendo colocarla en
contacto mecanico con el resonador sin necesidad de adhesivo. Teniendo en
cuenta la estructura de la plataforma multipunta, el disefio de los cabezales se ha
modificado convenientemente para poder colocarlo bajo el cubo PI
(micromovimiento), y permitir que la punta alcance la muestra si entorpecer la
vision del microscopio Optico. Para realizar estas medidas, las puntas han de ser
mas alargadas que las que se necesitan en el sistema previo, anadiendo mas

masa aun al nanosensor (fig. 6).

Este nuevo cabezal es un sistema fijo y robusto que permite realizar un contacto
estable entre la punta metalica y la extremidad del QTF y de esta forma obtener
una buena respuesta del sensor. Al desplazar el tornillo de paso fino del eje X,
éste desplaza el QTF a lo largo de ese eje. Al desplazar el tornillo del eje Z,
eleva/baja el QTF en ese eje. El tornillo asociado a la punta, por su parte, hace

que esta rote, y con ello cambia su posicidon respecto al eje Y.
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PALMERS.

Posicionamiento
punta/resonador
enX,)Y,Z

(a) b)

Control

Corriente Punta interaccion

()

Fig.6. Cabezales disefiados para el sistema multi-punta. El cable STM y el QTF pueden ser posicionados

independientemente y con precision a partir de los tornillos micrométricos. (a) muestra como estos tornillos (palmers)
transmiten un movimiento al QTF (en verde) en los ejes X y Z, y en rojo un movimiento angular a la punta, a. Por su parte,
(b) es una representacion esquematica de como se transmiten los movimientos al QTF en X'y Z, y como el movimiento en a
a la punta, se traduce en un movimiento en Y sobre la extremidad del QTF. (c) muestra la pieza final, con la circuiteria de

conexion necesaria, el QTF y el cable.

El sistema presenta una mejora en su estabilidad al no recaer los tres grados de
libertad sobre la punta. Ademas, este cabezal permite trabajar con las puntas
dobladas entre angulos determinados previamente para obtener un buen contacto

y visualizarse bajo el microscopio 6ptico.

Esta adaptacion del cabezal C-AFM proporciona acceso a la excitacion eléctrica
de los resonadores y la extraccion de la corriente de la punta STM de forma
independiente. En la imagen (fig.7) se muestra la plataforma multipunta

desarrollada, asi como su cabezal y las puntas en contacto con una muestra.
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Fig.7. Estacion multi-punta con ambos sensores integrados, donde la posicion final de las puntas es observada a través del

microscopio éptico.

4.2.4 El microscopio optico

Uno de las ventajas afnadidas del uso de este tipo de plataformas es la
incorporacion de un tercer sensor, en este caso un microscopio 6ptico, acoplado a
una camara CCD, que permite extraer y procesar la imagen [9,10]. Dependiendo
del objetivo, estos microscopios tienen un campo de trabajo suficientemente lejano
(distancia entre el objetivo y la muestra). Ademas, a menos que se trabaje con
técnicas de fluorescencia, esta microsopia permite que las muestras no requieran

un tratamiento especial.

La resolucion lateral del microscopio viene determinada por su apertura numérica
NA [11]. No obstante, a la hora de poder integrarse en la plataforma NanoBioFork,
este microscopio debe cumplir una serie de requisitos, siendo el mas importante
que la distancia de trabajo (Fig 8), sea suficientemente elevada como para que se

puedan visualizar las puntas sobre la muestra de estudio; ademas, la profundidad
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de campo (altura de la muestra que enfoca correctamente el microscopio) debe

ser suficiente para poder enfocar puntas y muestra simultaneamente.

Microscopio dptico

Fig.8 Representacién esquematica de los conceptos distancia de trabajo

(DT), apertura numérica (NA) y profundidad de campo (PC).

Para la plataforma desarrollada se ha elegido un microscopio 6ptico de la marca
Nikon, modelo LV-IM (Nikon Corporation, Tokio, Japon). Este microscopio es un
microscopio modular, lo cual ha permitido poder integrarlo en la plataforma
NanoBioFork, tal y como muestra la figura (Fig.9.a). Los objetivos utilizados son de
Nikon ELWD (“Extra Long Working Distance) 4, 20 y 50 aumentos, con aperturas
numeéricas de 0,1, 0,45 y 0,55 y distancias de trabajo de 30mm, 8,2 y 10,1mm
respectivamente. Y como camara (Fig9.b), una Dino-Eye AM4023CT (Dino-Lite,
Torrance, CA, USA) En la imagen (Fig9.c) podemos ver una foto tomada de

ambas puntas situadas sobre una muestra.
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Fig9. (a) Imagen del microscopio y la estructura de éste para poder combinarlo con ambos cabezales. (b) Imagen de la

camara CCD. (c) Imagen de ambas puntas sobre una muestra con microparticulas de aluminio.

4.2.5 Pasos para la realizacion de medidas

A la hora de realizar medidas con la plataforma hay que realizar de forma
secuencial una serie de pasos:
1 Preparacion de los cabezales:
o Colocar las puntas en el soporte soldandolas a la placa
correspondiente.
o Colocar los QTF en su repositorio, soldando ambos contactos a los
pads correspondientes.
o Colocar ambos cabezales bajo los actuadores piezoeléctricos
2 Preparaciéon de la muestra.
o El espacio disponible para el portamuestras es de aproximadametne
1cm?
3 Preparacion de las puntas y la muestra bajo el enfoque del microscopio.
o Se debe asegurar que las puntas y la muestra son visibles en la

misma ventana optica.
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o Posteriormente se buscan las frecuencias de resonancia de los dos
nanosensores. Hay que tener en cuenta que se deben dejar resonar
los QTF durante tres horas previas al inicio de las medidas.

4 Aproximacion automatica de las puntas a la muestra.

o A partir de la medida de la amplitud de vibracion de cada uno de los
resonadores, se utiliza el software desarrollado para aproximar las
puntas a la superficie de la muestra usando los motores
micromeétricos.

5 Situacion de ambas puntas en el sitio de interés.

6 Realizacion de las medidas.

En la siguiente figura (fig.10) se muestra la plataforma NanoBioFork en su
totalidad. En ella, aparecen los diferentes dispositivos de los que onsta, como los
dos sistemas de motores, el microscopio Optico, el microscopio comercial
Dulcinea, la mesa antivibratoria,la electronica desarrollada, los drivers, el “Lock-in”

y el modulador.

Fig.10 Plataforma NanoBioFork. Elementos: A, Sistema de dos motores C-AFM; B, Microscopio 6ptico; C, Microscopio
comercial Dulcinea; D, Drivers de los Nanocubos PI; E, médulos de electronica desarrollados. F, “Lock-in” comercial para

medidas de corriente Alterna; G, modulador AM para medidas de corriente alterna; H, mesa antivibratoria.
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4.3 Ensayos y validacion de la plataforma

desarrollada

4.3. 1 Estabilidad del cabezal

Para comprobar la estabilidad del cabezal desarrollado se presenta un estudio de
la variacidén de la frecuencia de resonancia y del factor de calidad durante un dia,
1440 minutos. Tal y como se puede observar en la figura (fig.8) la grafica muestra
una respuesta bastante constante del nanosensor a partir de las 3 horas de
funcionamiento, tanto en lo que se refiere en la evolucion con el tiempo del factor

de calidad como de la frecuencia de resonancia.

El factor de calidad varia en la primera hora un 2,3% del valor inicial. En cuanto a
la frecuencia de resonancia, la variacion todavia es menor, un 0,57%. A partir de
este momento, aproximadamente una hora, hasta el final del dia a penas se
produce una variacion en la respuesta del sensor. El factor de calidad, varia un
0,5% y la frecuencia de resonancia por su parte, varia un 0,057%, por lo que estas

variaciones se pueden considerar despreciables.

Estos resultados observados a la hora de realizar el estudio de estabilidad, nos
muestran una respuesta muy favorable de la herramienta a la hora de trabajar con
ella, sobre todo una vez transcurridas ente dos y tres horas en las que se han

puesto en contacto el cable con la extremidad del QTF.
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Fig.8. Variacion temporal de la respuesta eléctrica del QTF. La linea negra representa la variacion del factor de calidad
durante 24 horas, la cual puede considerarse nula a partir de tres horas. En azul se muestra la variacion de la frecuencia de

resonancia durante un dia, también se puede considerar nula después de tres horas.

4.3.2 Validacion del sistema en medidas de resistencias

El analisis cosiste en la realizacion de una curva |-V (variacion de un potencial
eléctrico entre dos valores y medida de la corriente circulante). Una vez ambas
puntas estan colocadas muy proximas al contacto correspondiente de la
resistencia, se aplica una tension sobre una de ellas (Vpias) suministrada por el
controlador. La otra, por su parte, encargada de adquirir la corriente, esta
conectada al circuito amplificador I-V. En este caso, la ganancia del amplificador
es de 10M. Para evitar la saturacion del amplificador los rangos de las tensiones

aplicadas para cada una de las resistencias va a ser diferente.

El resultado de las curvas realizadas sobre tres resistencias de valores conocidos

puede observarse en las siguientes graficas (fig.9).
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Fig.9. Graficas de las diferentes curvas |-V tomadas. (a) sobre una resistencia de 98KQ, (b) sobre una resistencia de 490KQ

y (c) sobre una resistencia de 897KQ. En todas ellas, se puede ver el comportamiento lineal de la corriente con la tension

aplicada.

A partir de la pendiente de las graficas obtenidas, se obtiene el valor de las

resistencias medidas.

obtenidos:

Universitat de Barcelona

La siguiente tabla

(tabla.1)

muestra los

Resistencia | Valor nominal [KQ] Valor medido [KQ] Y%error
R1 98 97,2 0,73
R2 460 4571 0,64
R3 897 888,5 0,93
Tabla.1 Resistencias obtenidas a partir del sistema multipunta C-AFM.

resultados
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A partir de las medidas realizadasse pone de manifiesto que el sistema con dos
puntas permite hacer medidas en continua y ademas, cuantificar el valor de la
resistencia medida. Si comparamos estos resultados obtenidos con los resultados
con el sistema previo de una sola punta C-AFM (tabla.2) los resultados son muy

similares.

Resistencia | Valor nominal [KQ] | Valor medido multiprobe C-AFM [KQ] Valor medido single C-AFM [KQ]

R1 98 97,2 97,4
R2 460 4571 458,9
R3 897 888,5 891,9

Tabla.2 Medidas de las 3 resistencias en continua con ambos sistemas (una punta y multipunta) C-AFM.

4.3.3 Validacion del sistema en medidas de capacidades

En este experimento se muestra la habilidad del sistema para medir la impedancia
de la muestra a distintas distancias de ésta. Cuando la punta metalica se aproxima
a la muestra, existe una impedancia entre ambas. Esta impedancia tiene
principalmente un comportamiento capacitivo no lineal [12], tal y como muestra la
ecuacién(Ec.1), donde hay una capacidad parasita debida a la capacidad de la

punta (Ec.2) y la del cono [13] (Ec.3).

Cpunta—muestra = Lpunta + Ccono
Ec.1

R

Cpunta=2'ﬂ'£0'R'ln 1+;
Ec.2
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Donde R es el radio de la punta, R = R -sin(1 —8) , @ es el angulo que forma la
punta con la muestra, y & la constante dieléctrica del vacio, zla distancia entre la
punta y la muestra, H la altura del cono, / y € la altura y la constante dieléctrica
del material que se mide. Es a partir de esta ecuacion que podemos observar
como cuanto mas lejos estan punta y muestra, menor es la capacidad entre ellas,
y menos influyente es la capacidad de la muestra (ya que estas capacidades estan
en serie, con lo cual la menor de ellas domina el valor de la capacidad
equivalente), lo que conlleva una serie de comportamientos poco lineales en la
respuesta. Al alcanzar una determinada distancia minima donde la capacidad
entre la punta y la muestra se hace lo suficientemente grande, la capacidad de la
muestra (que es la que interesa medir) domina el valor del circuito eléctrico

equivalente.

Asi pues, para determinar la distancia adecuada entre la punta y la muestra,
(aquélla dénde la impedancia de la muestra pasa a ser dominante sobre los
demas efectos no lineales), se llevaron a cabo una serie de medidas |-V a

diferentes distancias entre la sonda y la superficie de la muestra.

Esta ecuacidon muestra como a distancias mas elevadas, la contribucién de la
capacidad entre la punta y la superficie es muy pequena por lo que la capacidad
rmedida tiene como maxima contribucion esta capacidad. Conforme la distancia

disnimuye, esta capacidad va aumentando exponencialmente, por lo que a partir
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de una determinada distancia, esta capacidad deja de influir en la medida. La
sefal generada con la que se excitaran las diferentes capacidades a lo largo de
toda la validacion tiene una frecuencia de 5 KHz. Las puntas se han doblado y
colocado con un angulo de inclinacion sobre la superficie de aproximadamente 45°

para poder contactar y ser observadas a través del microscopio.

En la figura (Fig.10) puede observarse el comportamiento no lineal debido a la
capacidad entre la punta y la muestra, y como este comportamiento no lineal se
reduce hasta llegar a cierta distancia, en este caso 150nm, distancia obtenida a
través de una curva de aproximacion visualizando la distancia respecto a la
variacion de la interaccion. A partir de esa distancia el comportamiento lineal es
predominante, siendo el condensador sobre el que se mide, el principal
responsable de la impedancia obtenida. Por tanto, las mediciones han de
realizarse con las puntas a menos de 150nm de distancia de la superficie de la

muestra en este caso.

Corriente (pA)

Voltaje(V)

Fig.10. Diferentes series de curvas |-V aplicadas sobre el condensador de 10,5pF, a través de las variaciones en la distancia
entre la punta y la muestra. Se puede observar el comportamiento no lineal hasta que la punta esta suficientemente cerca de

la muestra. A partir de esa distancia, 150m, y en adelante, la impedancia medida pasa a ser basicamente la de la muestra.
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Establecida la distancia minima, y determinando el trabajar con ambas puntas a

una distancia de 100nm sobre la superficie, se muestran en la siguiente figura

(fig.11) las capacidades medidas.

Corriente (uA)

2 3
Voltage (V)

(@)

Ecuacion y=a+b'x
Adj. R-Square 0,99973

Valor Error estandard

Valor medido Valor medido 0,069

Valor medido Valor medido 1,044

—— Error

B Valor medido

—— Regresion de los valores medidos

Cmedidas (pF)
Error (%)

(b)

Fig.11. En (a), las curvas |-V obtenidas midiendo sobre diferentes condensadores, mostrando el comportamiento lineal

esperado. En (b) por su parte, se puede observar la gran concordancia entre los valores medidos a través de la plataforma

y los nominales de estos condensadores, asi como el error, siendo éste menor del 6%.

En estas graficas se puede observar (fig 13.a), las diferentes curvas |-V para cada

una de las capacidades medidas. Se puede observar como la pendiente es una

recta debida a la contribucidon unica de la capacidad que se esta estudiando. En

(fig.13.b), se observan los valores de cada una de las capacidades medidas, y la

desviacion con su valor nominal. En (tabla.3) aparecen reflejados estos valores.

Capacidades Valor nominal [pF] Valor medido multiprobe C-AFM [pF] Error (%)
C1 2,19 2,27 3,40
Cc2 3,62 3,84 5,89
C3 5,34 5,67 6,20
C4 6,85 7,23 5,52
C5 8,03 8,35 3,97
C6 10,66 11,13 4,34
Cc7 12,32 12,94 5,03
C8 15,71 16,50 5,02
Tabla.3 Medidas de las 9 capacidades en alterna con la estaicon multipunta, donde queda reflejado el valor nominal de
las capacidades, el valor medida y su error.
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Todos estos resultados obtenidos a través de las diferentes calibraciones
realizadas con la plataforma desarrollada, con un error tanto en continua como en
alterna practicamente despreciable, muestran el buen funcionamiento asi como el
interés a la hora de utilizar esta plataforma para la realizacion de medidas
eléctricas diferenciales. Esto supone un avance al resto de los sistemas que
aparecen descritos en otros articulos, los cuales, ya no sélo tienen la dificultad de
no trabajar a distancia constante a la vez que caracterizan eléctricamente la
muestra, si no que pocos integran una camara para la visualizacion éptica del

escenario del experimento.
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Capitulo 5. Resultados

En este capitulo se presentan diferentes experimentos realizados con los equipos
ya expuestos, el microscopio C-AFM y la estacién nanorobdética multipunta C-AFM.
Se ha considerado realizar estos ensayos sobre muestras de interés a nivel de
investigacion, como son muestras bioldgicas y microparticulas. Se han disefiado
tres experimentos, el primero consiste en una serie de imagenes C-AFM de
bacterias, un segundo para determinar la impedancia de nanoparticulas y por

ultimo, un ensayo para determinar la impedancia de un biofilm.

5.1 Experimentos con el microscopio C-AFM

Una de las principales aplicaciones en el desarrollo de esta tecnologia es la
posibilidad que esta nos ofrece de tomar imagenes topograficas de la muestra a la
vez que se adquiere una imagen de su impedancia. Para ello se plantearon una
serie de experimentos sobre sistema bioldgicos, tanto en corriente continua (CC)

como en corriente alterna (CA).

Estos experimentos se realizaron sobre dos tipos de bacterias, Escherichia Coli
sobre un sustrato de oro, y Bacillus Cereus, sobre un sustrato de grafito. Ambas
muestras fueron preparadas por Marc Van Der Hofstadt, del grupo de
investigacion del IBEC, Nanoscale bioelectrical characterization, liderado por el Dr.

Gabriel Gomila Lluch.
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Ambas muestras, B. Cereus cepa CECT495 y E. Coli cepa MG1655, se
prepararon a partir de colonias individuales inoculadas en 125ml de medio
trypsicase y se incubaron en un termociclador durante 24 horas a 30°C y 250rpm.
Posteriormente se lavaron las muestras en agua Milli-Q. Las bacterias E. coli se
incubaron en el termociclador directamente sobre el oro, por el contrario las 5.

cereus se depositaron sobre el grafito una vez lavadas.

5.1.1. Imagenes de conductividad de muestras biologicas en

cc.

El primer experimento se realizd sobre bacterias Escherichia Coli diseminadas
sobre un sustrato de oro. La £. Coli es una de las cepas patdgenas mas presentes
en la naturaleza, capaz de causar diferentes tipos de infecciones. Tienen una gran
importancia en los estudios biolégicos debido a la gran variedad de enfermedades

que pueden producir.

Este experimento se ha realizado alimentando el sustrato de oro a 5V, y en
condiciones ambientales a una distancia aproximada entre la punta y la muestra
de 20nm. En la primera imagen (Fig.1) se puede observar una agrupacion de
varias de estas bacterias. En (Fig.1.a) se observa una representacién topografica
en 3D de este cumulo de bacterias, y en verde, la linea de perfil tomada y que se
representa en (Fig.1.b). En la ultima imagen (Fig.1.c) se representa la imagen de

conductividad en la muestra.
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Z[nm]

(a) (b) (c)
Fig1. Muestra la imagen C-AFM de un cumulo de bacterias E.Coli dispuesto sobre oro. (a) muestra la imagen en 3D de la
topografia y (b) su perfil. (c) refleja la imagen de conducitivdad de la muestra, mostrando que donde se encuentra la

agrupoacion de bacterias no hay practicamente sefial al contrario que cuando se mide sobre el sustrato de oro.

En este caso, en la imagen de la conductividad podemos observar que no hay
sefal donde se encuentra el conjunto de bacterias, por el contrario, cuando esta
midiendo sobre el oro, esta senal se hace maxima, 23,7 nA. De la misma forma,
en la siguiente imagen (Fig.2) se presenta la visualizacion de una de estas
bacterias individuales, junto a otra que se encuentra pegada a ella. En este caso,
la tension de excitacion del sustrato es de 5V. También en la imagen (Fig.2.a,
Fig.2.b) se muestran la imagen topografica y su perfil, respectivamente y en

(Fig.2.c) su imagen de conductividad.
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Fig.2 Muestra la imagen de una bacteria E.Coli depositada sobre oro. El tamafio de estas bacterias es aproximadamente de

200nm. (a) la imagen topografica, (b) el perfil de ésta y (c) la imagen de continuidad de esta bacteria.
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5.1.1. Imdgenes de impedancia de muestras biologicas en

CA.

Una vez vistas las posibilidades que ofrecen la microscopia C-AFM en continua
sobre muestras biologicas, donde aquellas partes no conductoras no son
reflejadas en el mapeado eléctrico, pasa a tener una mayor relevancia la

posibilidad de obtener estas imagenes C-AFM a partir de corriente alterna.

Se han establecido una serie de medidas donde poder observar este
comportamiento capacitivo de las muestras. Para ello se estudiaron de nuevo
bacterias E. Coli depositadas sobre un sustrato de oro. Las medidas se realizaron
a temperatura ambiente y en nitrégeno. El sustrato de oro se alimentd con la senal
de 5V y 5Khz. Todas las imagenes se adquirieron a una distancia aproximada de
50nm. En la siguiente imagen (Fig.3) se muestra la imagen topografica de un
grupo formado por dos bacterias, una encima de la otra. En la que se puede
observar la imagen topografica, el perfil, y la amplitud y la fase de su respuesta

eléctrica.

6.24 1A

300—

:00:— f \"/

1001 / I

Z[nm]

0.00 pA

(b) (c)
Fig.3. Imagen de dos bacterias E.Coli superpuestas aglomeradas, (a) topografia, (b) perfil. (c) muestra el médulo de la
amplitud de la corriente adquirida,. Tal y como se puede apreciar en estas Ultimas imagenes de corriente aparecen muchos

mas detalles, zonas de mas o menos conduccién dentro de la bacteria.

Luis Botaya



La imagen topografica ofrece una visién de la forma de la muestra, en cambio,
estas imagenes eléctricas permiten observar capas con diferentes valores de
impedancia. En este caso se puede observar como partes del interior de la
muestra tienen una impedancia diferente. En la siguiente imagen (Fig.4) se
muestra una B. Cereus depositada sobre grafito. Este tipo de bacteria muy
presente en determinados alimentos tiene una gran toxicidad y también por ello,
es objeto de multiples estudios en la literatura [1,2]. Se puede observar en la
imagen topografica como tiene un tamafo mayor. En este caso, también se puede

observar como hay partes de la bacteria con diferentes impedancias.

300

Zlnm|

e e e s 0.00 LA

(a) (b) (c)
Fig.4. (a) y (b) imagen topografica de la B. Cereus. En (c) y en (d) la respuesta en corriente en amplitud y fase,

respectivamente

Observando la imagen, también se puede apreciar cdmo hay zonas de la bacteria
que ofrecen un comportamiento diferente ante el paso de corriente, observable en
la amplitud. Ademas, comparando estas imagenes con las adquiridas a través de
corriente continua, se puede observar como es posible adquirir mas corriente
cuando se trabaja en alterna (~30nA cuando trabajamos en corriente continua y
~120uA). Ademas, no hace falta trabajar a distancias tan pequenas (por debajo de

20nm cuando trabajamos en corriente continua, 120nm en alterna).
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5.2 Experimentos multipunta

Se han disefhado dos experimentos para evaluar el potencial de la plataforma
multipunta C-AFM. EI primero de estos experimentos, consiste en explotar la
posibilidad que ofrece este sistema nanorobdtico para poder situar las dos sondas
sobre un punto de interés de la muestra. Para realizar estas medidas, se han
utilizado unas microparticulas de aluminio como muestra. El objetivo ha sido el de
poder situar ambas puntas sobre diferentes particulas dispuestas en la muestra y

de esta forma medir la impedancia resultante.

El segundo de estos experimentos que se muestran ha consistido en el analisis de
impedancia de unas muestras bioldgicas. Este experimento se basa en la
medicion de la impedancia de un biofilm (formado por Escherichia Coli.) a
diferentes horas de cultivo. El objetivo es poder caracterizar eléctricamente asi
como observar un patron en las diferentes horas de cultivo de esta matriz

extracelular.

52.1. Medida de la impedancia de microparticulas de

aluminio.

En esta serie de experimentos se decidié realizar una caracterizacion de la
impedancia de una serie de particulas micrométricas de aluminio. Estas particulas
tienen un tamano entre 10 y 100pm, y han sido obtenidas a través de la compainia

“Pomenton Inc.”.
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La muestra se prepar6 diluyendo una serie de estas microparticulas en etanol.
Posteriormente se colocé la solucion sobre un substrato de mica (no conductor), y
se dejo evaporar a temperatura ambiente. De esta forma, el conjunto de
microparticulas de aluminio se diseminé sobre la muestra. En la imagen (Fig.5), se
muestra la disposicion de estas particulas a lo largo de todo el portamuestras, asi

como el posicionamiento inicial de ambas puntas sobre la zona de interés.

Fig.5. En la imagen se puede observar cdmo se han dispersado las microparticulas de aluminio sobre el sustrato de mica.

Una vez dispuestas las particulas, se realizaron tres medidas de impedancia en
diferentes disposiciones espaciales de las puntas y las particulas. Primero se
realizd6 una medida de impedancia posicionando ambas puntas sobre la misma
particula. La segunda medicion se realiz6 posicionando una punta sobre una
particula y la segunda punta sobre otra particula en contacto fisico con la primera.
La tercera y ultima medicidn se realizé posicionando una de las puntas sobre una

particula y la segunda punta sobre otra particula, esta vez separadas entre ellas.

Ademas, a la hora de poder discernir el posible efecto capacitivo entre puntas, se

midié la distancia entre ambas en cada una de las posiciones, de forma que
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posicionandolas a esa misma distancia sobre la mica, poder observar el efecto de
corriente que se pudiese producir entre ambas. En la imagen (Fig.6) se puede

observar el posicionamiento de las diferentes mediciones realizadas.

, (b)

Fig.6. Experimento de medidas de microparticulas, donde (a) muestra a ambas puntas situadas sobre una misma

microparticula, (b), sobre dos microparticulas en contacto y (c) sobre dos micro-particulas separadas.

En (a), el primer caso donde ambas puntas se situan sobre la misma particula, las
puntas se encuentran separadas una distancia de 22um. En (b), donde se situaron
las puntas cada una en una particula contigua a la otra, la distancia entre ellas es
de 45um. Por ultimo, en (c), donde cada punta se situé sobre una microparticula

separada de la otra, hay 56um de distancia entre ambas puntas.

Una vez situadas las puntas en cada uno de los casos, se realizé un analisis I-V.
Este analisis consiste en introducir una tensién a través de una de las puntas
mientras que con la segunda se adquiere la corriente. Esta tensién de entrada es
una tension en alterna a una frecuencia constante, cuya amplitud va modulada

segun la tensién con la que se quiera excitar la muestra.

Este analisis se realizdé con un voltaje con frecuencia de 5KHz, con una amplitud
variable entre 0,1V y 5V, y en condiciones ambientales. En la figura siguiente
(Fig.7), se pueden observar los resultados de la corriente adquirida para cada

valor de amplitud en cada uno de los casos.
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Fig.7. Grafica que muestra la corriente frente al voltaje en cada una de las posiciones descritas. En negro, cuando ambas
sondas se han situado sobre la misma particula. En rojo cuando cada una esta sobre una particula en contacto con la otra.

En azul cuando cada una se encuentra sobre una particula, y éstas estan separadas entre ellas.

En la grafica se puede observar la respuesta lineal en cada una de las medidas
para las diferentes situaciones. Una vez realizada las medidas, se situaron las
puntas con la misma distancia sobre el portamuestras de mica, obteniendo una
senal nula (no medible), con lo cual se descart6é cualquier tipo de influencia sobre

la corriente por la distancia entre las puntas.

A partir de la respuesta de la corriente en funcidn de la tensidon aplicada
(pendiente) se puede obtener la impedancia en cada uno de los casos.

Obteniéndose los siguientes resultados:

- Posicion 1. Ambas sondas sobre la misma particula: 30,2MQ.
- Posicion 2. Cada una de las puntas sobre particulas contiguas: 68,3MQ.
- Posicion 3. Cada una de las sondas sobre particulas diferentes vy

separadas: 110,2MQ.
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A la hora de analizar los resultados, hay que tener en cuenta que aunque el
aluminio es un material conductor, contiene una capa de 6xido nativo sobre él. Es
por esto que aparece un componente capacitivo que influye en la aparicion de una
impedancia en la medida. Ademas, tal y como se aprecia en las medidas, se
obtiene una seinal practicamente nula cuando las particulas estan separadas,
reduciéndose esta impedancia cuando ambas particulas estan contiguas, y una

impedancia aun menor cuando ambas sondas miden la misma particula.

5.2.2 Medida de la impedancia de biofilms de E. Coli

Teniendo en cuenta la importancia que tienen las bacterias £. Coli a nivel biologico
y su influencia en la salud humana, existen multitud de estudios sobre este tipo de
bacterias. No obstante, los cultivos de estas bacterias se encuentran
principalmente presentes en forma de biopelicula (biofilm). Esta biopelicula es una
matriz compuesta por sustancias poliméricas extracelulares que las bacterias
mismas han producido [3]. Estos biofilms constituyen un modo protegido de
crecimiento y de desarrollo de los microorganismos, convirtiéendose en un sistema

biolégico complejo desde el punto de vista estructural y dinamico [4].

Para su formacion, solo necesitan un medio hidratado y una minima cantidad de
nutrientes, pudiéndose desarrollar en una gran variedad de superficies, haciendo
que estén muy presentes en la naturaleza. Teniendo en cuenta que la bacteria £.
Coli es una bacteria que tiene una gran tendencia a formar grupos clonales [5],
sumado a su virulencia y diversidad, han aparecido numerosos trabajos para
intentar caracterizar y comprender tanto el comportamiento de estas bacterias

como la formacion de esta matriz extracelular [6,7].

En este estudio se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion

eléctrica de un biofilm formado por E. Coli Para ello, se ha disenado un
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experimento en el cual se muestra la impedancia de estos biofiims a diferentes

tiempos de cultivo.

Este experimento ha consistido en el analisis de tres sets de muestras, cada uno
de ellos compuesto por un total de cuatro muestras del biofilm con 4, 8, 16 y 24
horas de cultivo. Cada una de las muestras ha sido cultivada sobre una superficie
de oro. El objetivo es, una vez determinada la impedancia, poder discernir el
tiempo de cultivo de estas biopeliculas. Estas muestras fueron proporcionadas por
el grupo de “biotecnologia microbiana e interaccion huésped/patogeno” del IBEC,
cuyo investigador principal es el Prof. Antonio Juarez, siendo el Dr. Mario Huttener

quien preparé los biofilms.

Las muestras se realizaron a partir de la cepa de E.Coli 042. A partir del cultivo de
la cepa en medio LB, se hicieron diluciones 1:100 en medio (DMEM + 0,45%
glucosa), llevandose a cabo en placas de cultivo celular (Dish 40, TRP), utilizando
3ml del medio DMEM +0,45% glucosa y 30ul de cultivo, sobre un portamuestras
de oro Au(111). Se incubaron a 37°C durante (4, 8, 16 y 24 horas), se lavaron dos
veces con agua bidestilada estéril y se secaron con nitrégeno. En la imagen
(Fig.8) se muestran un conjunto de imagenes topograficas de las muestras del
biofilm en los diferentes tiempos de cultivo. En estas imagenes aparecen una
imagen general de la muestra y una imagen ampliada de una zona en concreto
para cada uno de los cultivos de 4, 8, 16 y 24 horas. En ellas, se puede observar
como aumenta la densidad tanto de las bacterias que se encuentran presentes

como del material extracelular secretado por ellas.
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Fig.8 Composiciéon de imagenes, donde aparece una imagen general de las muestras y una zona de ellas ampliada. En (a,

b) el biofilm de 4 horas de crecimiento, (c, d) el biofilm de 8 horas, (e, f) el de 16 horas, y (g, h) el de 24 horas.
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El estudio de la impedancia de cada una de las muestras se realizé a través de
curvas |-V. Estos andlisis se realizaron a una frecuencia de 5KHz, variando la
amplitud de excitacion entre 0,1V y 5V, y en condiciones ambientales. En la
siguiente imagen (Fig.9), se observa una serie de fotografias de estas muestras
con el microscopio 6ptico, y los dos nanosensores situados en la posicion donde

se realizaron las medidas.

Fig.9. (a, b,c y d) Fotografias de las muestras de 4, 8, 16 y 24 horas respectivamente, con ambos sensores situados sobre

ellas

Ambos nanosensores fueron situados sobre la muestra con una distancia entre
ellas de 100um. Se hicieron un total de 25 medidas por muestra con un total de
dos muestras por cada uno de los periodos de incubacion. En la siguiente imagen

(Fig.10) se muestran las curvas |-V para cada uno de esta serie de muestras.
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Fig.10. (a) y (b) representacion de la corriente adquirida respecto a la tension introducida para los biofilms de 4, 8, 16 y 24
horas, en ambos sets de muestras. En ambas se aprecia que la mayor sefial es recibida (menor impedancia) es sobre el

cultivo de 4 horas, decreciendo esta corriente (aumentando la impedancia) con el tiempo de incubacion.

En esta curva se puede observar como disminuye la corriente con el tiempo de
incubacion. A partir de las pendientes de las curvas, se obtienen las impedancias
de cada una de las muestras con respecto a las horas de cultivo, viendo como

estas impedancias aumentan con el tiempo de cultivo.

Estos resultados coinciden con lo esperado puesto que a mayor tiempo de cultivo,
mayor numero de bacterias y componentes de la matriz celular (biofilm). La
siguiente grafica (Fig.11) ofrece una representacion visual de estos resultados

obtenidos, de forma que se puede estudiar mejor ambas tendencias.
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Fig.11. Grafica que nuestra la evolucion de la impedancia del biofilm con el tiempo de cultivo. Ambas rectas (ajustadas a través
del método de minimos cuadrados) tienen una tendencia lineal, no obstante, este estudio muestra un experimento donde se
valoré la posibilidad de realizar esta clase de medidas En mediciones futuras ademas de medir la impedancia de biofilms
formados por otras bacterias, también habra que estudiar mas horas de cultivo.

De los resultados obtenidos se extrae que ambos sets de muestras tienen valores
similares pero muestran una tendencia clara en cuanto a la variacion de la
impedancia con el tiempo de cultivo. Conforme aumenta el tiempo de cultivo,

aumenta la densidad del material (numero de bacterias y matriz extracelular) y con

ello la impedancia.
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Capitulo 6. Discusion y

conclusiones

El principal objetivo durante el presente trabajo ha sido desarrollar una serie de
tecnologias de alta precision y plataformas de test para la caracterizacion de
muestras biolégicas a nivel local, a partir del uso del QTF con una punta metalica
como nanosensor. El trabajo realizado se centra en la tecnologia desarrollada
para la realizacién de medidas eléctricas y de fuerzas combinadas, asi como una

serie de experimentos realizados para validar estas plataformas desarrolladas.

El desarrollo del cabezal para el microscopio C-AFM, basado en un QTF y una
punta metalica acoplada mecanicamente a él sin la necesidad de un adhesivo, ha
sido el elemento fundamental a partir del cual gira todo el trabajo realizado. Se ha
demostrado la gran versatilidad que tiene esta herramienta como nanosensor,
trabajando de forma simultanea como un sensor de fuerza y de corriente a escala
nanomeétrica. Este sistema se ha aplicado en diferentes experimentos, pudiéndose
validar su funcionamiento a partir del estudio de la estabilidad del cabezal
desarrollado, de la cuantificacion de sistemas eléctricos conocidos (resistencias), y

diferentes imagenes C-AFM sobre muestras de calibracion.

El sistema C-AFM desarrollado resuelve muchas de las limitaciones existentes en
las diferentes soluciones aparecidas en la literatura. Se ha demostrado en
experimentos cualitativos la viabilidad del sistema, asi como también se han
realizado medidas de calibracidn que permiten, no solo atestiguar que el sistema

es valido para realizar esta clase de medidas, sino que también ofrece la
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posibilidad de cuantificar los resultados obtenidos, en lo referente a la corriente

adquirida.

A lo largo de este trabajo se han presentado diferentes imagenes C-AFM tomadas,
pasando por sistemas de calibracion, hasta muestras biolédgicas, tanto en continua
como en alterna, demostrando las grandes posibilidades que tiene esta tecnologia

para usarse sobre muestras bioldgicas.

Una vez desarrollado y validado el microscopio C-AFM, se muestra la adaptacion
de este sistema a una plataforma nanorobdtica multipunta. Las capacidades
técnicas de esta estacion, unidas a la tecnologia desarrollada, permiten la
realizacion de medidas no descritas hasta ahora en la literatura. Durante el trabajo
se ha mostrado y justificado el uso de esta plataforma nanorobética compuesta
por dos puntas, para la realizacidon de medidas eléctricas con ambas. Estas puntas
se encuentran situadas a una distancia constante de la muestra, ambas distancias
controladas independientemente. Ademas, cada una de las sondas interacciona
eléctricamente de forma independiente al control de la distancia entre ella y la
superficie. Esto permite no solo realizar medidas de impedancia, sino que
posibilita la realizacion de medidas diferenciales entre ellas, introduciendo un
voltaje a través de una de las puntas y adquiriendo una corriente a través de a

otra.

Por ultimo se han presentado varios estudios que ponen a prueba las
capacidades de los sistemas presentados con muestras de interés. En el
primero de estos estudios se muestran una serie de imagenes de C-AFM
tomadas en continua y en alterna sobre una bacteria Escherichia Coli sobre

sustrato de grafito. De esta forma, se ha podido llegar a discernir las partes
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conductoras y no conductoras de la muestra cuando trabajamos sobre muestras

bioldgicas.

Un segundo estudio se muestra el posicionamiento de las puntas sobre puntos
de interés en la muestra, en este caso, microparticulas de aluminio depositadas
sobre un medio no conductor, y la medicidon de diferentes impedancias de estas

microparticulas.

El ultimo estudio evalua la capacidad del sistema para determinar la impedancia
de una muestra biolégica, en este caso, biofiims de bacterias Escherichia Coli
en diferentes tiempos de cultivo. En este estudio se observd que existe una

variacion de la impedancia con el tiempo de cultivo.

A pesar de la dificultad de comparar los valores absolutos obtenidos a través de
los diferentes experimentos con la literatura, se ha demostrado como el sistema
es capaz de combinar medidas eléctricas a la vez que mantiene una distancia
controlada con la muestra a través de la interaccion por fuerzas atbmicas. Se ha
demostrado como este sistema es capaz de posicionar ambos sensores en
puntos a escala micrométrica seleccionados previamente y realizar medidas
electicas diferenciales, siendo capaz de extraer la impedancia existente entre
esos dos puntos. Ademas, a través del control sobre las fuerzas atomicas que
aparecen a cortas distancias entre la punta y la muestra, el sistema es capaz de
realizar medidas eléctricas evitando entrar en contacto con la muestra y con

ello, evitando deteriorar las muestras biologicas.

No obstante, un trabajo de investigacién no queda nunca completo, sobre todo

cuando se inicia una linea de investigacion con tan altas prestaciones y
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perspectivas. Este trabajo se puede considerar como una demostracion del
potencial del sistema de microscopia C-AFM realizado. Sin embargo, existen
diferentes limitaciones que hacen que los modulos presentados no sean
capaces de desarrollar al completo los diferentes tipos de medidas eléctricas
basadas en las microscopias por sonda de barrido, como el mantener las
muestras en condiciones fisiolégicas o la realizacion de medidas
electroquimicas a distancia controlada. Para solventar estas limitaciones, se
esta desarrollando una serie de tecnologia complementaria al microscopio y a la
estacion nanorobdtica multipunta C-AFM, con el fin, de aumentar las
prestaciones y posibilidades de estos nuevos sistemas. El poder realizar estas
medidas electroquimicas asi como mantener la muestra en condiciones
fisiologicamente estables, combinado con la posibilidad de wusar varios
nanoelectrodos a distancia controlada trabajando de forma independiente y con
posicionamiento micrométrico través de un microscopio Optico, abre un gran
abanico de posibilidades a la hora de realizar estudios no desarrollados hasta la

fecha. Algunas de estas tecnologias son las siguientes:

- Un sistema calefactor para mantener la muestra a la temperatura

seleccionada mientras se realizan las medidas correspondientes.

- Sustitucion del 6ptico por un microscopio invertido y actualizacién del
cabezal, y de esta forma solventar algunas de las mlimitaciones técnicas

de la estacion multipunta C-AFM.

- Implementacién de un sistema de potenciostato para poder realizar
medidas SECM combinadas con AFM (celdas galvanicas de tres

electrodos (referencia, trabajo, auxiliar) combinado con las técnicas de
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microscopia por sonda de barrido). La sonda, el electrodo de trabajo a
una distancia constante de la muestra, electrodo auxiliar, permite analizar
las corrientes de oxidacion y/o reduccion de la muestra, a tension

constante, electrodo referencia.

En nuestro caso, la posibilidad de combinar el microscopio SECM con AFM,
podemos situarnos a distancias suficientemente alejadas de la muestra.
Normalmentela microscopia electroquimica combina las técnicas ECSTM vy
SECM en dos pasadas durante cada imagen (ida y vuelta). Durante la imagen
de ida, se polariza el electrodo de referencia a una tension, y mediante la
corriente tunel se realiza la imagen topografica. Durante la vuelta, se retrae la
sonda entorno a los 50nm, para que no afecte la corriente tunel [1]. La sonda
vuelve a desplazarse a una altura constante de la muestra a partir de la imagen
topografica captada durante la primera pasada. El electrodo de referencia se
polariza a la tension de oxidacion del analito que queremos estudiar, obtiendo la
corriente de oxidacion, y con ello, detectar posibles reacciones electroquimicas
que se producen en la muestra a nivel local. Esto permite detectar desde niveles
de oxidacion de un determinado material, a incluso concentraciones de un
determinado agente en la muestra. La posibilidad de poder combinar
AFM/SECM va a permitir evitar los problemas asociados cuando se trabaja con
diferentes técnicas en cada pasada, como la complejidad del procesado, la no
regulacion de la distancia y la posibilidad de que aparezcan problemas de
desviacién en la medida por el scanner piezoeléctrico o choque con la

superficie.

En la siguientes imagenes (Fig.1) se muestran una serie de pruebas realizadas

sobre una solucion de 2,5 mM Fe2*3+ en 0,1 de KCI. Estas pruebas se realizaron
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con un electrodo de referencia siendo una punta de tungsteno comercial (TT-
ECM19 de ‘Bruker AFM Probes” ) a una distancia proxima a la muestra. El
electrodo de trabajo (sonda) consisten en una punta comercial de Pt-Ir (N9830A-
FG, de “Keysight”), recubierta, y con solo el extremo de la punta descubierto, algo
necesario para medidas en liquido. La muestra en este caso es el electrodo de oro
de un sensor electroquimico comercial (DRP-250AT de “DropSens®’) funcionando

como electrodo auxiliar.

Medida
Electroquimica )
Electrodo Trabajo
Electrodo Electrodo Electrodo Referencia

referencia trabajo  Electrodo Auxiliar,

Chip £ e —— .
——— ———{ Potenciostato
— Electrodo
auxiliar

Plataforma Multi-BioFork Unidad de control y procesamiento

Fig.1 Representacién esquematica del sistema para medidas electroquimicas con la plataforma multipunta
NanoBioFork. Sobre el chip (electrodo auxiliar), se colocaran en contacto ambas puntas, la de tungsteno (referencia) y
la recubierta de Pt-Ir (trabajo). Todos estos electrodos, conectados al potenciostato disefiado para este sistema,

proporcionaran la informacion al controlador de las caracteristicas electroquimicas de la muestra.

En estas imagenes se muestran, analisis de voltametria ciclica a diferentes
distancias entre la punta (working) y la muestra (counter), y en la segunda la
evolucion de la corriente aplicando el potencial de oxidacion y reduccion al
electrodo de referencia. Se puede observar como varia la corriente con la

distancia, coincidiendo con la literatura [2].
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Fig.2 Resultados obtenidos durante las difetentes pruebas AFM/SECM realizadas. En (a), a observan diferentes
voltametrias ciclicas realizadas a diferentes distancias de la muestra. En (b), se muestra la evolucion exponencial de

las corriente catédica (oxidacion) y anddica (reduccién) conforme la punta y la muestra se encuentran mas préximas.

En la segunda grafica, se puede observar como varia la corriente anddica y
catodica cuando la punta se aproxima a la muestra, haciendo que la corriente

tenga una evolucion exponencial.

Estos estudios estan todavia en fase de verificacion y experimentacion, con el
afan de poder seguir realizando experimentos con los que mejorar la puesta en

marcha de esta tecnologia.

Estos sistemas, prestaciones y posibilidades no hacen mas que demostrar las
grandes capacidades que posee esta tecnologia basada en el uso de un QTF con
una punta metalica acoplada como nanosensor de fuerza y de corriente de forma
independiente y simultanea, asi como el uso en una estacion nanorobdtica
multipunta controlada O&pitcamente, resolviendo de esta forma diferentes
limitaciones encontradas en la actualidad y ofeciendo una nueva visidon dentro de

las técnicas SPM.
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