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Se da a conocer un espectrofotometro, en particular, a un espectrofotometro con capacidad de andlisis simultaneo en diferentes
puntos de una misma muestra (4) disponiendo de una alta resolucién espacial y sin requerir un sistema mecanico de barrido fisico
a lo largo de la muestra. Esto se consigue mediante la disposicién de medios de procesamiento de la luz recibida por los
fotodetectores (5) disponiendo dichos medios de procesamiento de una correlacion en la que cada uno de los fotodetectores (5)
corresponde a un punto espacial de la muestra (4). La presente invencién garantiza en el caso de aplicaciones de campo oscuro la
normalizacion de los datos utilizando la misma medida.



10

15

20

25

30

WO 2016/055683 PCT/ES2015/070732

ESPECTROFOTOMETRO

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un espectrofotdbmetro, en particular, la presente
invencion se refiere a un espectrofotdmetro con capacidad de analisis simultaneo en
diferentes puntos de una misma muestra disponiendo de una alta resolucién espacial y
sin requerir un sistema mecanico de barrido fisico a lo largo de la muestra. Este analisis
simultaneo se realiza de forma secuencial en el rango espectral (para diferentes
longitudes de onda) a fin de tener un analisis de espectrometria para varios puntos de

una muestra y a diferentes longitudes de onda.

Ademas, la presente invencién permite, en ciertas condiciones experimentales, la

obtencion de sefales normalizadas mediante la realizacion de una Unica medida.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Son conocidos en la técnica diversos tipos de espectrofotobmetros para el anélisis de
muestras de laboratorio que permiten, entre otros, realizar un analisis espectral de una
muestra respecto a una referencia. El proceso de espectrofotometria consiste en utilizar
un haz de luz (de diversas longitudes de onda segun el andlisis que se pretenda
realizar), dirigirlo hacia la muestra y analizar la luz transmitida o reflejada por dicha

muestra.

En el campo de la espectrofotometria estandar, las soluciones existentes estan hechas
para medir propiedades épticas globales de una muestra, normalmente se trata de una
muestra liquida puesta en una cubeta y medida en transmision; por lo tanto las medidas
espectrales no tienen ninguna resolucién espacial, tal y como se da a conocer, por
ejemplo, en el documento US2013/0130400. Sin embargo, muchas de las aplicaciones
cientificas y técnicas requieren la caracterizacién optica de una superficie con alta
resolucién espacial y por lo tanto un sistema estandar de espectrofotometria no es

adecuado para todo este rango de aplicaciones.
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En la literatura se pueden encontrar diferentes soluciones técnicas para el analisis
espectral de una superficie resuelta espacialmente, también conocidas como técnicas
micro-espectrofotométricas. La solucion mas comunmente utilizada consiste en acoplar
un espectrometro a un microscopio optico mediante una fibra éptica. El haz colimado
de una fuente de luz se enfoca mediante un lente hacia la muestra y la luz que proviene
de una pequena regidon de la muestra se analiza mediante una fibra optica puesta en el
plan imagen del microscopio éptico. Sin embargo, aunque esta solucion obtiene
resultados aceptables, esta condicionada por el diametro de la fibra 6ptica y, ademas,
se requieren diversas calibraciones asi como el alineamiento de la fibra éptica, dichas
tareas requieren mucho tiempo del usuario y que dichos usuarios sean o, al menos,

tengan acceso a personal especializado en este tipo de mediciones.

Existen otro tipo de soluciones técnicas que no requieren de una fibra Optica para
realizar el analisis espectrofotométrico, ya que incorporan un espejo especial
agujereado y, a través de dichos agujeros, se transmite la luz en lugar de utilizar |a fibra

optica.

Estas dos soluciones logran buena resolucion espacial, pero tienen la gran desventaja
de que el mapeo espacial (también denominado a lo largo de la memoria como barrido
en superficie) de una muestra hay que hacerlo de manera secuencial con un sistema
mecanico de barrido que suele ser siempre muy lento. La resolucion espacial en estos
dos sistemas va a estar limitada y fijada por el diametro de la fibra o del agujero del

espejo y por la precision del sistema de barrido.

Otra desventaja de estos dos sistemas es que siempre es necesario tomar cada una de
las medidas con una muestra de referencia con el fin de eliminar la dependencia
espectral de los fotodetectores, de la fuente de luz y las dependencias espectrales de

todos los componentes épticos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion da a conocer un dispositivo que permite realizar una medicién
optica en paralelo de diversos puntos de una muestra con alta resolucién espacial y sin

necesidad de incorporar un sistema mecanico de barrido en superficie.
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En particular, la presente invencion da a conocer un espectrofotometro del tipo que
comprende un emisor de un haz luz dirigido a través de una primera trayectoria éptica
hacia una muestra y un conjunto de fotodetectores dispuestos en una segunda
trayectoria éptica definida como la trayectoria del haz de luz tras entrar en contacto con
la muestra, caracterizado porque comprende medios de procesamiento del haz de luz
recibido por los fotodetectores disponiendo dichos medios de procesamiento de una
correlacion en la que cada uno de los fotodetectores corresponde a un punto espacial

de la muestra.

Es importante destacar que el generador de luz de la presente invencion dispone de
medios para modificar la longitud de onda de la luz generada, de esta manera, dispone
de medios para modificar, de forma secuencial, la componente espectral de la luz que
se genera y, en consecuencia, la componente espectral para la que se realizara el

analisis de la muestra.

A titulo de ejemplo, se contemplan las siguientes opciones de emisores de luz:

1)  Generador de luz con banda espectral ancha (tal como una bombilla
emisora de luz blanca) con un selector de longitud (tal como un

monocromador, filtros épticos, prismas etc.); o

2) Una serie de multiples generadores de luz de una unica longitud de
onda (por ejemplo, multiples LED o multiples LASER) para lo que no
se necesitaria un selector de longitud de onda, simplemente se deben
disponer de medios para la seleccion del LED que ilumina la muestra,
asi se puede hacer un barrido en longitud de onda cambiando de un
LED a otro.

En una realizacién especialmente preferente, el generador del haz de luz comprende
un monocromador para el control selectivo de la longitud de onda enviada a la muestra
de manera que se emite un haz de luz de una determinada longitud de onda. Asi, se
realiza un analisis en simultaneo de distintos puntos de la muestra a una misma longitud
de onda y, posteriormente, se selecciona mediante el monocromador otra longitud de

onda de manera que la muestra se ilumina secuencialmente con diversas longitudes de
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onda.

El espectrofotdmetro de la presente invencion puede ser realizado para aplicaciones de
campo claro y campo oscuro tanto para medidas en reflexién o transmision, siempre

gue se utilicen los componentes Opticos adecuados para cada una de las técnicas.

Adicionalmente, el espectrofotometro de la presente invencion se puede realizar para
la toma de medidas de polarizacién cruzada, siempre que se acoplen los polarizadores
adecuados a lo largo del haz que incide la muestra y a lo largo del recorrido del haz que

va hacia el conjunto de fotodetectores.

Preferentemente, el conjunto de fotodetectores es una cdmara CCD en la que una serie
de pixeles de la misma es un fotodetector. Dicha serie puede ser un pixel o un conjunto

de ellos.

Para aplicaciones de microespectrofotometria, el espectrofotometro de la presente
invencion dispone de un conjunto de lentes en la primera trayectoria que sirven para
colimar y enfocar la luz de manera que se pueden hacer lecturas incluso en aplicaciones

que requieren un analisis sub-micromeétrico.

En realizaciones particulares de la presente invencion, el generador del haz de luz
comprende un monocromador de manera que se emite un haz de luz de una
determinada longitud de onda. De esta manera se realiza un analisis en paralelo de

distintos puntos de la muestra a una misma longitud de onda.

Entre los diferentes generadores de haz con banda espectral ancha que podrian
utilizarse para realizar el analisis espectrofotométrico el generador del haz puede ser un

generador de luz visible, ultravioleta y/o infrarroja.

En cuanto a los medios de transmisidén de las sefales épticas, la presente invencion
contempla que la segunda trayectoria del haz de luz no comprenda medios de
transmision de luz cableados. De esta manera, la resolucion del dispositivo no es
dependiente del calibre de, por ejemplo, una fibra optica.

En un primer ejemplo de realizacion de la presente invencién, la segunda trayectoria es
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la trayectoria definida por la luz al ser reflejada por la muestra

En otro ejemplo de realizacion de la presente invencion la segunda trayectoria es la

trayectoria definida por la luz al atravesar la muestra.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, de acuerdo con un ejemplo
preferente de realizacién practica de la misma, se acomparfia como parte integrante de
dicha descripcion, un juego de dibujos en donde con caracter ilustrativo y no limitativo,

se ha representado lo siguiente:

La figura 1 muestra una vista esquematica de una realizacién de la presente invencién

en la que la medida se realiza utilizando la luz reflejada por la muestra.

La figura 2 muestra una vista esquematica de una segunda realizacién de la presente

invencién en la que la medida se realiza a partir de la luz transmitida por la muestra.

La figura 3 muestra una vista en perspectiva de los elementos basicos de un

espectrofotdmetro segun la presente invencién.

La figura 4A muestra, para una primera prueba de concepto, una fotografia obtenida

con un microscopio de barrido electrénico de un conjunto de micro-palancas a analizar

La figura 4B muestra las mediciones de la luz reflejada de una micro-palanca para

diferentes longitudes de onda.

La figura 4C muestra un gréfico en el que se muestra la micro-palanca para la que se
ha realizado la medida y, para dicha micro-palanca, las medidas del porcentaje de

cambio de reflectividad normalizado.

La figura 4D muestra un grafico en el que se ilustra el cambio normalizado de

reflectividad en funcién de la longitud de onda del emisor de luz obtenidas en tres
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diferentes zonas de la micro-palanca (cerca del anclaje de la micro-palanca, en el medio

y cerca de la extremidad libre).

La figura 5 muestra un mapeo del grosor de diversas palancas utilizando una medicion
espectrofotométrica en modalidad de campo claro con un dispositivo segun la presente
invencion.

La figura 6 muestra imagenes de microscopio obtenidas en modalidad de campo
Oscuro, en una segunda prueba de concepto, para nanoparticulas plasmoénicas a

diferentes longitudes de onda.

La figura 7 muestra un ejemplo de normalizacion de la sefial obtenida mediante

espectrofotometria aplicable a la prueba de concepto de la figura 6.

La figura 8 muestra los resultados obtenidos en la segunda prueba de concepto de
espectrofotometria en modalidad de campo oscuro de nanoparticulas plasménicas

utilizando una normalizacion del tipo descrito haciendo referencia a la figura 7.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

La figura 1 muestra una primera realizacién a titulo de ejemplo de la presente
invencién, en particular, en la figura 1 se observa un conjunto emisor de luz (1)
medios de transmision y/o adecuacion de dicha luz (2) y, en este caso particular, se
dispone de un divisor de haces (20) y un objetivo de microscopio (3) focalizado hacia

la muestra (4).

La salida de dicho conjunto emisor de luz (1) es un haz de luz que, posteriormente,
pasa hacia los medios de transmision y/o adecuacién de dicha luz (2) pudiendo
comprender dichos medios de transmision y/o adecuacién de la luz (2) lentes,
colimadores, entre otros. A la salida de estos medios de transmisién y/o adecuacién
de la luz (2) se tiene el haz incidente (6) que se envia a la muestra (4) v,
opcionalmente, pueden disponerse elementos intermedios como divisores de haces
(20), lentes (como, por ejemplo, objetivos de microscopio (3)), etc. Se define todo
este recorrido como una primera trayectoria y, en adelante, se denominara este haz

que se aplica a la muestra como haz incidente (6). Posteriormente, se analiza la luz
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reflejada siendo esta luz un nuevo haz que, en lo posterior, se denominara como haz

resultante (7).

El haz resultante (7) pasa nuevamente a través del objetivo de microscopio (3) y el
divisor de haces (20) dirige este haz resultante (7) hacia un conjunto de

fotodetectores (5).

En este caso particular, se utiliza un objetivo de microscopio (3) para poder analizar
la muestra con una mayor resolucion, sin embargo, este objetivo de microscopio (3)
debe entenderse como un elemento meramente opcional ya que se puede prescindir
de éste si se tienen medios de analisis del haz resultante de muy alta resolucién o si
los fotodetectores, por si mismos, disponen de una suficiente resolucion espacial

para realizar el analisis sin necesidad de incorporar dicho objetivo.

Otra posible realizacion de la presente invencion se describira a continuacién
haciendo referencia a la figura 2. Esta configuracién es util para la caracterizacion
espectral de muestras en transmisidén debido a que el haz incidente y el haz resultante
no comparten ningun elemento éptico. En esta realizacion, se utilizan lentes de
microscopio (3) independientes, uno para el haz incidente (6) y otro para el haz

resultante (7).

En esta realizacion se muestra un generador de luz (10) con banda espectral muy
ancha (por ejemplo una lampara alégena, una ldmpara de mercurio, una lampara de
Xenén) conectado a un selector de longitud de onda (puede ser un monocromador
(11), un prisma, una serie de filtros épticos, etc.). Esta configuracion permite el envio
secuencial de longitudes de onda pre-determinadas. El cambio secuencial y selectivo
de la longitud de onda se puede realizar por ejemplo motorizando el selector de

longitud de onda.

En esta realizacion el andlisis de la muestra se puede realizar, alternativamente,
mediante la utilizacion de un conjunto de emisores de luz de diferentes longitudes de
onda que se pueden encender secuencialmente.

A la salida de dicho conjunto emisor de luz (1) se puede transferir la luz, por ejemplo,

mediante fibra 6ptica (8) (o cualquier otro tipo de guia Optica) hacia los medios de
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transmisién y/o adecuacion de dicha luz (2) que puede comprender, lentes,
colimadores, entre otros. A la salida de estos medios de transmisién y/o adecuacion
de la luz (2) se tiene el haz incidente (6) que se envia a la muestra (4) y pueden

disponerse elementos intermedios como espejos (21), lentes de microscopio (3), etc.

A diferencia del caso de la figura 1, en este ejemplo de realizacién lo que se analiza
es la luz que atraviesa la muestra (4) para lo que podriamos disponer lentes de
microscopio (3) de la luz que atraviesa la muestra y analizar el haz resultante (7), de

igual manera, mediante un conjunto de fotodetectores (5).

Es importante destacar que la presente invencion carece de medios cableados de
transmisién de luz a lo largo del haz resultante (7). Sin embargo, en algunas
realizaciones si que se pueden utilizar medios cableados para la transmisién del haz
de luz incidente o de haces de luz en cualquier punto entre el generador de luz y la

muestra.

Esta carencia de medios cableados de transmision de luz (o fibras épticas) del haz
resultante (7) tiene la ventaja de que la resolucion espacial de una muestra analizada

no depende del diametro de la fibra optica.

Para ilustrar este efecto basta con suponer que se pretende hacer un analisis de una
muestra para determinar artefactos en dicha muestra de un diametro de 5 um en una
muestra de 1 mm? Para poder detectar estos artefactos mediante técnicas de
espectrofotometria estandar haria falta una fibra 6ptica de un diametro inferior a los
mismos (al menos de 1 um), realizar un barrido por toda la muestra, tareas de
alineamiento de la misma y un procesamiento de datos para determinar que parte de
la muestra se esta analizando, en cambio, el hecho de poder realizar medidas
espectrales en paralelo y de forma simultanea en toda la muestra permite encontrar
un pequeno artefacto en una muestra relativamente grande. Por ejemplo, con un haz
incidente (6) que disponga de un diametro de, al menos, 1 mm? y un conjunto de
fotodetectores (5) con una resolucion tal que permita detectar dichos artefactos v,
sobretodo, no hace falta disponer de un sistema de barrido fisico a lo largo de la
muestra. Alternativamente, se pueden disponer lentes de microscopio (3) que

magnifican el haz resultante (7) facilitando la labor del conjunto de fotodetectores (5)
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ya que la imagen de la muestra se ve magnificada por dichos lentes.

La figura 3 muestra una vista en perspectiva de un ejemplo de realizacion de la

presente invencion.

En esta figura se muestra un conjunto emisor de luz (1) que comprende un generador
de luz (10) y un monocromador (11) (o, de manera mas general, un selector de
longitud de onda). Para facilitar la comprensidn de la presente invencion, se asume
que el haz a la salida del monocromador (11) (es decir, el incidente (6)) es un haz
lineal. Ademas, en realizaciones particulares de la presente invencién, el haz puede
ser, de igual manera un haz bidimensional cuya longitud de onda se puede modificar

de manera secuencial.

El haz resultante se analiza de manera tal que, una primera componente (101)
corresponde a un punto determinado de la muestra y, para este punto de la muestra,
se asigna un primer fotodetector (110). De igual manera una segunda componente
(102) incide en un segundo punto de la muestra asignado a un segundo fotodetector
(120) y una tercera componente (103) corresponde a un tercer fotodetector (130).
Todos los puntos de la muestra analizada se veran iluminados de manera secuencial
a las distintas longitudes de onda preseleccionadas y analizados de igual forma para
cada una de dichas longitudes de onda. Esta correlacion se almacena en medios de
procesamiento como, por ejemplo, un ordenador y es configurable en funcién de la
muestra. Ademas, en dichos medios de procesamiento se puede analizar el tamario
de la muestra, por ejemplo, mediante un cuarto fotodetector (140) al que no llega luz
y, asi, se podrian definir los limites del contenedor de la muestra que pueden ser

utiles para procesamientos posteriores.

En definitiva, basta con tener una correlacion entre puntos de la muestra y
fotodetectores de manera que se puede determinar que el analisis que se esta
llevando a cabo por cada uno de los detectores corresponde a una coordenada

espacial determinada de la muestra.

Aunque la figura 3 se refiera, para facilidad de la explicacién de la invencion, a un

haz incidente lineal, es importante recalcar que se pueden utilizar, por ejemplo, haces
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circulares con un diametro mayor al de la muestray que el conjunto de fotodetectores
(5) no sea una fila de fotodetectores sino una matriz de los mismos, por ejemplo,
como conjunto de fotodetectores (5) se puede disponer una camara CCD en la que
cada uno de los pixeles (0 un conjunto de ellos) corresponde a un fotodetector. Asi,

se podrian realizar medidas simultaneas de toda la muestra.

Una primera prueba de concepto de la presente invencién se describe a continuacion
haciendo referencia a las figuras 4A, 4B, 4C y 4D. En ellas, se muestra la medicién
espectral de micro-palancas del tipo utilizado en aplicaciones de microelectrénica. Esta
prueba de concepto se ha realizado en reflexion en modo de campo claro, es decir,

utilizando una configuracion similar a la de la figura 1.

Como prueba de concepto en modo de campo claro, se realiz6é un andlisis espectral de
la superficie de micro-palancas (300) de silicio del tipo comercialmente disponible (CLA-
500-010-08, Concentris, GmbH, Switzerland), en la figura 4A se muestran una
imagenes obtenidas con un microscopio de barrido electrénico y se muestran las
principales caracteristicas geométricas de dichas micro-palancas. Todo el conjunto
se compone de ocho micro-palancas conectadas al chip (400) a través de una regién
de pre-anclaje (301) de 6 um de espesor (ver figura 4A). Dichas micro-palancas (300)
tienen 500 um de longitud, 100 um de anchura y 1 um de grosor. Las mediciones se
realizaron mediante la utilizacion de un objetivo de microscopio (objetivo LU Plan Fluor

10X, Nikon, apertura numérica N.A. 0.3).

El uso de un objetivo de baja magnificacién nos permite tener un area de deteccion
suficientemente grande para medir simultdneamente cuatro palancas. El objetivo de
microscopio utilizado garantiza una resolucién espacial de alrededor de 1 um. Las
mediciones épticas se han hecho en el rango espectral del visible desde 538 nm hasta
700 nm con paso de 1 nmy poniendo 1 ms de tiempo de adquisicion por cada imagen.

La completa caracterizacion de una muestra lleva menos de 2 minutos.

Todas las medidas se han normalizado con una muestra de referencia de silicio para
eliminar la dependencia espectral del generador de luz, de la CCD y de todos los
elementos opticos utilizados. Todos los datos que se presentaran desde ahora para

esta prueba de concepto tendran en cuenta esta normalizacién.
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En la figura 4B, un primer grafico (30) muestra las mediciones de la luz reflejada por una
micro-palanca para diferentes longitudes de onda. Dichas medidas se toman de forma
simultanea para todos los puntos en la superficie, repitiéndose esta medida para cada
una de las longitudes de onda ilustradas. Los objetos que se analizan son: una primera
zona (301) que corresponde a un pre-anclaje; y la micro-palanca, que corresponde a

una segunda zona (302).

Tal y como se observa en el primer grafico (30) se han realizado medidas para
longitudes de onda (A) de 577 nm, 589 nm, 606 nm, 622 nm, 642 nm, 662 nm y 686 nm.
Dichas medidas se realizan secuencialmente (es decir, primero para 577 nm,

posteriormente para 589 nm y asi sucesivamente).

Las imagenes de este primer grafico (30) muestran que existe una diferencia sustancial
en la reflectividad de la micro-palanca (es decir, en la segunda zona (302)) en funcion
de la longitud de onda, mientras que en la primera zona (301) no se observan
variaciones sustanciales de reflectividad.

En la figura 4C, se muestra una imagen optica (306) de una micro-palanca (300) para
la que se ha realizado la medida y bajo esta micro-palanca (300) se muestra un segundo
grafico (31) con las medidas del porcentaje de cambio de reflectividad normalizado
obtenido a lo largo de la micro-palanca (es decir, a lo largo de la linea discontinua (307)
de la imagen 6ptica (3086)) en funcién de la longitud de onda (eje de las ordenadas). En
particular, se analizaran tres puntos distintos a lo largo de dicha micro-palanca: la base
(303), un punto intermedio (304) y el extremo libre (305).

Para cada punto de la micro-palanca se puede observar una modulacién de la
reflectividad en funcién de la longitud de onda. Esta modulacion se debe a la presencia
de interferencias multiples dentro de la palanca que pueden producir interferencias
constructivas (maximos de reflectividad) o interferencias destructivas (minimos de
reflectividad) segun la longitud de onda analizada. En el caso de la zona de pre-anclaje
no se observa este tipo de modulacién porque la absorcion del silicio no permite

interferencias multiples dentro de una estructura tan espesa (6 um).

La figura 4D muestra un tercer grafico (32) en el que se puede observar como las
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modulaciones de reflectividad entre base (303), punto intermedio (304) y extremo libre
(305) estan desplazadas entre ellas debido a que varia el espesor a lo largo de la
palanca. En esta prueba de concepto el uUnico parametro que modifica el
desplazamiento espectral es debido al cambio de espesor de la palanca, por lo cual con

esta técnica optica se puede sencillamente calcular el grosor de la estructura estudiada.

La figura 5 muestra un mapeo del grosor de 5 de las micro-palancas de la figura 4A
utilizando una medicion espectrofotométrica con un dispositivo segun la presente
invencion en el que la escala de grises mostrada a la derecha de cada figura representa
el grosor de cantiléver expresado en nanémetros. El mapeo del grosor se ha obtenido
mediante el andlisis de la reflectividad normalizada por cada pixel de la CCD y ajustando
dicha reflectividad a un modelo teérico conocido en la técnica. Cada micro-palanca se

detecta a través de unos 50.000 pixeles.

Los mapeos de grosor de la figura 5 evidencian, de forma general, variaciones
importantes del grosor en varias de las micro-palancas a lo largo de su anchura. Algunas
de las micro-palancas, como por ejemplo la primera micro-palanca (12) y la segunda
micro-palanca (13) presentan una buena homogeneidad en grosor pero, por el contrario,
la tercera micro-palanca (14), la cuarta micro-palanca (15) y la quinta micro-palanca (16)
muestran variaciones importantes de grosor que merecerian un analisis mas

exhaustivo.

En particular, la tercera micro-palanca (14) presenta una grieta (141) con un grosor
sustancialmente inferior al resto de su superficie y un segundo escalén (142) que

presenta un grosor muy superior que el resto.

En cuanto a la cuarta micro-palanca (15), esta presenta una primera zona (151) con un
grosor sustancialmente superior al de una segunda zona (152).

Finalmente, la quinta micro-palanca (16) tiene cerca de la zona de anclaje una primera
zona (160) con un engrosamiento de espesor y una segunda zona (161) donde el

espesor es muy inferior al espesor promedio.

La segunda prueba de concepto ha consistido en el estudio espectrofotométrico de



10

15

20

25

30

WO 2016/055683 PCT/ES2015/070732

13

nanoparticulas plasmoénicas de oro de 100 nm de didmetro. En este caso, se utiliza la
presente invencién para un mediciéon de espectroscopia de campo oscuro (0, “dark-field
spectroscopy’, como se conoce en la técnica) en reflexidn, segun el esquema
experimental dibujado en la Figura 1. Con el fin de realizar una medida espectroscdpica
de campo oscuro, se ha modificado el sistema experimental de la primera prueba de
concepto, sustituyendo el objetivo de microscopio con uno de campo oscuro (LU Plan
Fluor 100X, Nikon, apertura numérica N.A. 0.9) y el divisor de haces con uno especifico

para esta modalidad.

Tal y como se puede observar de la figura 6, en esta prueba se realiza una medicion de
una muestra (17) de silicio que dispone de una serie de nanoparticulas de oro sobre
ella. La alta apertura numérica del objetivo utilizado (apertura numeérica 0.9) garantiza,

en este caso, una resolucion espacial de alrededor de 300 nm.

En la presente invencion la medicion de toda la muestra (17) se ha obtenido sin realizar
barridos de superficie y unicamente mediante la iluminacion de toda la muestra a varias
longitudes de onda de forma secuencial para los diferentes valores de dicha longitud de
onda. Las medidas se han realizado en el rango espectral del visible desde 480 nm

hasta 680 nm con paso de 1 nm y 30 ms de tiempo de adquisicién por cada imagen.

De manera ilustrativa, la figura 6 representa imagenes de luz dispersada de una sola
nanoparticula (170) a algunas de las longitudes de onda del rango espectral visible, esto
es, a495 nm (171), 508 nm (172), 554 nm (173), 574 nm (174), 608 nm (175) y 658 nm
(176).

En dichas mediciones se observa que el comportamiento de la luz dispersada es
diferente en dependencia de la longitud de onda que se pretenda analizar. La luz
dispersada de dicha nanoparticula ha sido normalizada segun un método que
representa un importante elemento de novedad comparado con las anteriores técnicas

experimentales.

La figura 7 muestra un dibujo esquematico de un ejemplo de normalizacién de la sefal

obtenida mediante espectrofotometria aplicable a la prueba de concepto de la figura 6.
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Cada objeto dispersor de luz (22) tiene a su alrededor una regién mas oscura (23)
que representa la luz dispersada que viene desde la muestra y que resulta muy util
como senal de referencia para el objeto dispersor de luz cercano. De esta manera,
la normalizacion de la sefial se hace de manera muy especifica para cada objeto
dispersor de luz garantizando un aumento notable de la razon sefial-ruido de las

medidas.

Con este método de normalizacion, en una sola medida se obtiene la sefial que se
desea mediry, asimismo, la sefal de referencia obtenidas en las mismas condiciones
experimentales (misma intensidad del generador de luz, mismo enfoque y misma
intensidad de iluminacién). Otra ventaja anadida de este aspecto es que la
caracterizacién optica de la muestra resulta mas rapida en cuanto a que no hace falta
realizar dos mediciones sucesivas tal y como ocurre en los espectrofotometros de la

técnica anterior.

En la figura 8 se muestran los espectros normalizados de la luz dispersada para

diversas nanoparticulas de la figura 6.

El tratamiento de los datos se ha realizado con una rutina escrita en Matlab®, que
reconoce automaticamente todas las posiciones de las nanoparticulas y por cada una

de dichas nanoparticulas se realiza la normalizacién de la luz dispersada.

Ademas, se muestran el espectro normalizado de la dispersion promedio (18) de

todas nanoparticulas de la figura 6.



10

15

20

25

30

WO 2016/055683 PCT/ES2015/070732

15

REIVINDICACIONES

1. Espectrofotdmetro del tipo que comprende un emisor (1) de un haz luz dirigido
a través de una primera trayectoria Optica hacia una muestra (4) y un conjunto de
fotodetectores (5) dispuestos en una segunda trayectoria 6ptica definida como la
trayectoria del haz de luz tras entrar en contacto con la muestra (4), caracterizado
porque comprende medios de procesamiento del haz de luz recibido por los
fotodetectores (5) disponiendo dichos medios de procesamiento de una correlacion en

la que cada uno de los fotodetectores (5) corresponde a un punto espacial de la muestra

(4).

2. Espectrofotébmetro, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el emisor (1)
comprende un generador (10) de luz con banda espectral ancha y un selector de

longitud de onda.

3. Espectrofotdmetro, segun la reivindicacién 2, caracterizado porque comprende
medios para la modificacion de la longitud de onda seleccionada por el selector de

longitud de onda.

4. Espectrofotometro, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 6 3, caracterizado

porque el selector de longitud de onda es un monocromador (11).

5. Espectrofotometro, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el emisor (1)
comprende una serie de generadores de luz generando cada uno de dichos generador

de luz, un haz de luz a una longitud de onda diferente.

6. Espectrofotdmetro, segun la reivindicacion 5, caracterizado porque comprende

medios de seleccién del generador de luz (10) que ilumina la muestra (4).
7. Espectrofotometro, segun la reivindicacién 6, caracterizado porque los medios
de seleccion del generador de luz (10) que ilumina la muestra comprenden medios de

modificacion secuencial del generador que ilumina la muestra (4).

8. Espectrofotometro, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el conjunto
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de fotodetectores (5) es una camara CCD en la que cada uno de los pixeles de la serie
de pixeles de dicha camara CCD es un fotodetector.
9. Espectrofotdmetro, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dispone de

un conjunto de lentes en la primera trayectoria.

10. Espectrofotébmetro, segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el conjunto

de lentes comprende al menos un objetivo de microscopio (3).

11. Espectrofotdmetro, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la segunda

trayectoria del haz de luz comprende medios de transmision de luz no cableados.

12. Espectrofotdmetro, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la segunda

trayectoria es la trayectoria definida por la luz al atravesar la muestra (4).

13. Espectrofotdmetro, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la segunda

trayectoria es la trayectoria definida por la luz al ser reflejada por la muestra (4).



PCT/ES2015/070732

WO 2016/055683

1/8

FIG. 1

FiG. 2



WO 2016/055683 PCT/ES2015/070732

2/8

5

110
\ 120
130
—140




WO 2016/055683

400
\

300

A {(nm)}

PCT/ES2015/070732

3/8

301

302 300

\
\

- \\x\\\\“\\m\x\\\\\\\\&\\\ QN

AAURSSSIU S S SEASCIE NS Y

- \\\\M RRNRAMEERIARENINRR

30
301

/
L

g‘;§§§§§§§§§§§§§§§§§

FIG.4B




WO 2016/055683 PCT/ES2015/070732

4/8
3(/;0 30\7 302
1046 pm
31
30—
343 305
304 302
/ Cambio de
540 reflectividad
normalizade (%)

560
- 100
E 580
N’
S
= 600
=)
=
= 620
E
gf’ 640
=)
)

660

680 -

301 0 100 200 300 400 500

Posicion longitudinal (pim)

FIG. 4C



WO 2016/055683

32

5/8

i
<
o0

{a¢]} epeziieuiiou
DEDIAIIGLS SR GIGIUED

560 580 600 620 640 660 680 700
Longitud de onda {nm)

540

PCT/ES2015/070732

FIG. 4D



WO 2016/055683 PCT/ES2015/070732

6/8

Espesor
{nm)
498

E
2
o 994
£
2
597
% S48
La m
i3 rge {um} Espesor

kS {nm}
oy 998

994

Ancho {pm}
in
o

- 997
& 148G 246 At 4} S
ia m
14 141 rgo {pum} 1§2 Espesor
T N
& : T e t id
= .
£
Ll
v
L4
Espesor
fim
g . (nm)_
Y
£
i
<
%
' Large {pm} Espesor
100 15 {nm)
] " — 1990

£
N 1000

1D0S

Ancho ()

151 16



WO 2016/055683 PCT/ES2015/070732

7/8

~ @
= i
~
P [Ta]
P
-t v
ood
e
o
~ &8
i
*
TR
| -
)
o
=l

17




PCT/ES2015/070732

WO 2016/055683

8/8

8 "'Did

{uwiu} epuo ap pnitBuo

74 LTA) 8t
§49 / 089 §29 / 009 GlS 08s 8§25 00S __ gly
5. J. 1 1 1 L i 1 2 Q
., za.v
08
021
-094
t \ |
LZA . YA TLT

EPEZijEuIoU ugisiadsiq



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/ES2015/070732

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

GOIN21/27 (2006.01)
G01J3/28 (2006.01)
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

GOIN, GO1J, GO2B, GO6T

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

EPODOC, INVENES, WPI, INSPEC

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

X US 5859700 A (YANG, M.) 12.01.1999, abstract;

column 1, lines 24-35; column 2, line 39

- column 3, line 17; column 3, lines 36-43;
column 4, lines 40-67; column 6, lines
4-12; figure 6.

X US 7443508 B1 (VRHEL, M. ET AL.) 28.10.2008,

abstract; column 1, line 31 - column 2, line
37; column 2, lines 44-49, 56-62; column

4, lines 19-21, 51-65; column 5, lines 10-43;
column 7, lines 12-27; column 9, lines
26-33; column 9, line 61 - column 10, line
21; figures 1 and 5.

1-13

A GB 2155173 A (LEYBOLD-HERAEUS GMBH) 18.09.1985, 1-13

the whole document.

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

nAY

"EY

n

"

wp

Special categories of cited documents:

document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance.

earlier document but published on or after the international
filing date

document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

document referring to an oral disclosure use, exhibition, or
other means.

document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

e

"y

ny

" g

later document published after the international filing date or
priority date and not in conflict with the application but cited
to understand the principle or theory underlying the
invention

document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone
document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other documents ,
such combination being obvious to a person skilled in the art
document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

12/11/2015

Date of mailing of the international search report

(02/12/2015)

Name and mailing address of the ISA/

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
Facsimile No.: 91 349 53 04

Authorized officer
0. Gonzilez Pefialba

Telephone No. 91 3495475

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/ES2015/070732

C (continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Citation of documents, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A

US 2008179526 A1 (XU, J. ET AL.) 31.07.2008,
the whole document.

US 2012262563 A1 (MARCELPOIL, R. ET AL.)
18.10.2012.

1-13

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

Information on patent family members PCT/ES2015/070732
Patent document cited Publication Patent family Publication
in the search report date member(s) date

US5859700 A 12.01.1999 US6160617 A 12.12.2000
US7443508 B1 28.10.2008 US7489396 B1 10.02.2009
GB2155173 A 18.09.1985 US4669873 A 02.06.1987
JPS60194331 A 02.10.1985
JPH0746077B B2 17.05.1995
FR2560381 A1l 30.08.1985

FR2560381 B1 05.07.1991
DE3406645 Al 29.08.1985
DE3406645 C2 28.06.1990
US2008179526 Al 31.07.2008 US7557348 B2 07.07.2009
US2012262563 Al 18.10.2012 ES2542106T T3 30.07.2015
JP2014513292 A 29.05.2014
CA2832749 Al 18.10.2012
AU2012242996 A1 31.10.2013
AU2012242996B B2 13.08.2015
EP2697770 Al 19.02.2014
EP2697770 B1 01.07.2015
WO02012142111 A1 18.10.2012

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (January 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2015/070732

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
GOIN21/27 (2006.01)

G01J3/28 (2006.01)

De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segiin la clasificacién nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

GOIN, GO1J, GO2B, GO6T

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la biisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
bisqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, WPI, INSPEC

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa*

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

X
columna 1, lineas 24-35; columna 2, linea 39

columna 4, lineas 40-67; columna 6, lineas
4-12; figura 6.

37; columna 2, lineas 44-49, 56-62; columna
columna 7, lineas 12-27; columna 9, lineas

21; figuras 1y 5.

todo el documento.

US 5859700 A (YANG, M.) 12.01.1999, resumen;

- columna 3, linea 17; columna 3, lineas 36-43;

US 7443508 B1 (VRHEL, M. ET AL.) 28.10.2008,
resumen; columna 1, linea 31 - columna 2, linea

4, lineas 19-21, 51-65; columna 5, lineas 10-43;

26-33; columna 9, linea 61 - columna 10, linea

GB 2155173 A (LEYBOLD-HERAEUS GMBH) 18.09.1985,

1-13

1-13

1-13

En la continuacién del recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

*

nAY

g

Ly

Q"

npn

Categorfas especiales de documentos citados:

documento que define el estado general de la técnica no
considerado como particularmente relevante.

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la
fecha de presentacion internacional o en fecha posterior.
documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la
indicada).

documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacién, a una exposicién o a cualquier otro medio.
documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

e

"y

ny

"g"

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprensién del principio o teoria que constituye la base
de la invencion.

documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento
aisladamente considerado.

documento particularmente  relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional.

12/11/2015

Fecha de expedicion del informe de buisqueda internacional.

02 de Diciembre de 2015 (02/12/2015)

Nombre y direccion postal de la Administracion encargada de la
busqueda internacional

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS

Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)

N° de fax: 91 349 53 04

Funcionario autorizado
0. Gonzalez Pefialba

N° de teléfono 91 3495475

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2015/070732

C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

A

US 2008179526 A1 (XU, J. ET AL.) 31.07.2008,
todo el documento.

US 2012262563 A1 (MARCELPOIL, R. ET AL.)
18.10.2012.

1-13

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

Informaciones relativas a los miembros de familias de patentes PCT/ES2015/070732

Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de buisqueda Publicacién familia de patentes Publicacion
US5859700 A 12.01.1999 US6160617 A 12.12.2000
US7443508 B1 28.10.2008 US7489396 B1 10.02.2009
GB2155173 A 18.09.1985 US4669873 A 02.06.1987
JPS60194331 A 02.10.1985
JPHO0746077B B2 17.05.1995
FR2560381 Al 30.08.1985
FR2560381 B1 05.07.1991
DE3406645 Al 29.08.1985
DE3406645 C2 28.06.1990
US2008179526 A1l 31.07.2008 US7557348 B2 07.07.2009
US2012262563 Al 18.10.2012 ES2542106T T3 30.07.2015
JP2014513292 A 29.05.2014
CA2832749 Al 18.10.2012
AU2012242996 A1  31.10.2013
AU2012242996B B2 13.08.2015
EP2697770 Al 19.02.2014
EP2697770 Bl 01.07.2015
W02012142111 A1 18.10.2012

PCT/ISA/210 (Anexo — familias de patentes) (Enero 2015)




	Bibliography
	Abstract
	Description
	Claims
	Drawings
	Search Report

