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RESUMO

Nanoestruturas de nitreto de ferro foram sintetizadas por ablacéo a laser pulsado de
um alvo de ferro metalico imerso em nitrogénio liquido usando o modo fundamental,
o0 segundo, o terceiro e o quarto harménicos de um laser Nd:YAG. As analises
morfoldgicas e estruturais baseadas em microscopia eletrénica de transmissao (MET)
revelam a formagao de nanoestruturas monofasicas de a"-Fe1sN2, (-Fe2N e e-FesN, e
em alguns casos uma mistura delas. Demonstramos que essas fases podem ser
obtidas variando a fluéncia do laser entre 0,7 a 1,6 J/cm? com um comprimento de
onda fixo em 1064 nm, ou mantendo a fluéncia fixa nos comprimentos de onda de 532
nm, 355 nm e 266 nm. Particularmente, o padrdao de difracdo de elétrons em area
selecionada revela a formacao de nanoestruturas cristalinas de a"-Fe1sN2 produzidas
com irradiagdes por 2 horas e meia nos comprimentos de onda do laser de 1064 nm,
532 nm e 355 nm. As nanoparticulas produzidas e armazenadas em suspensao no
alcool isopropilico mostraram-se estaveis por varios meses sem qualquer evidéncia
de presenca de Oxidos de ferro. Isso demonstra uma eficacia especifica para obtencao
de uma fase de nitreto de ferro bastante complexa, como a a"-Fe1sN2. Notavelmente,
as nanoestruturas de a"-FeisN2 apresentaram distribuigbes de tamanho das
nanoparticulas com carater monodisperso com tamanho médio de 4 nm usando
irradiacdo com laser no verde. As nanoparticulas produzidas foram também
caracterizadas pelas técnicas de absorbancia na regido do UV-Vis e de
espectroscopia Raman, que séo consistentes com as analises de MET, indicando a
formagéao das fases de nitretos de ferro. Devido a alta magnetizagao de saturagéo e a
forte anisotropia magnética relatadas para as nanoestruturas de a"-Fe1sN2,
suspensdes de nanoparticulas de a"-FetsN2 em solucdo salina foram utilizadas para
testes de biocompatibilidade voltados as aplicacbes biomédicas. O nematdédeo
Caenorhabditis elegans foi utilizado nos testes de toxicidade como um modelo animal
alternativo. As nanoparticulas de a"-Fe1eN2 ndo induziram toxicidade ao nematodeo,
embora uma redugao no comportamento reprodutivo tenha sido observada. A baixa
toxicidade das nanoparticulas de a"-Fe1sNz2 indicam um alto potencial para o uso das
mesmas como agentes carreadores de farmacos e no desenvolvimento de

biossensores aplicaveis em tratamentos médicos e terapias alternativas.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Nitretos de ferro. Irradiagao a laser. Toxicidade.



ABSTRACT

Iron nitride nanostructures were synthesized by pulsed laser ablation of the metallic
iron target immersed in liquid nitrogen using the fundamental mode, second, third, and
fourth harmonics of the Nd:YAG laser. The morphological and structural analysis
based on transmission electron microscopy (TEM) reveals the formation of the
monophasic nanostructures of the a"-Fe1sN2, {-Fe2N, and e-FesN nanostructures, and
in some cases a mixture of them. We demonstrate that these phases can be obtained
by varying the fluence between 0.7 to 1.6 J/cm? with a fixed wavelength of 1064 nm or
using a fixed fluence with different wavelengths such as 532 nm, 355 nm e 266 nm.
Particularly, the selected area electron diffraction reveals the formation of the
crystalline a"-Fe1sN2 nanostructures produced with irradiation for two hours and a half
with laser wavelengths of 1064 nm, 532 nm, and 355 nm. The produced nanoparticles
stored in isopropyl alcohol suspension have shown to be stable for several months
without any evidence of iron oxides. This demonstrates a specific effectiveness for
obtaining a very complex iron nitride phase, as a"-Fe1sN2. Noticeably, the a"-Fe1sN2
nanostructures presented size distributions of monodisperse nanoparticles with an
average size of 4 nm using green laser irradiation. The nanoparticles produced were
also characterized by UV-Vis absorbance and Raman spectroscopy techniques, which
are consistent with TEM analysis, indicating the formation of iron nitride phases. Due
to the high saturation magnetization and strong magnetic anisotropy reported for a"-
Fe1sN2 nanostructures, suspensions of a"-Fe1sN2 nanoparticles in saline solution were
used for biocompatibility testing for biomedical applications. The nematode
Caenorhabditis elegans was used in toxicity tests as an alternative animal model. The
a"-Fe1sN2 nanoparticles did not induce toxicity in the nematode, although a reduction
in reproductive behavior was observed. The low toxicity of a"-Fe1sN2 nanoparticles
indicates a high potential for their use as drug carriers and in the development of

biosensors applied in medical treatments and alternative therapies.

Keywords: Nanoparticles. Iron nitrides. Laser irradiation. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Nanoparticulas (NPs) s&o objetos de diferentes formatos e com tamanhos tipicos
entre 1 e 100 nandmetros (nm). Uma definicdo menos rigorosa inclui objetos com pelo
menos uma de suas dimensdes nanométricas, como nanofios, e que podem ou nao
apresentar uma camada interfacial circundante de revestimento ou "casca"!. A
camada interfacial, quando presente nas NPs, é parte integrante da particula, gerando
um material quimicamente diferente do nucleo em todos os aspectos. O nucleo é
essencialmente a porgao central da nanoparticula. Entretanto, mesmo sem um
revestimento interfacial, as NPs podem exibir propriedades significativamente
diferentes do material macroscépico correspondente, ou material massivo?. Devido a
essas caracteristicas tdo excepcionais, a sintese e o estudo das NPs adquiriram

grande interesse por pesquisadores em campos multidisciplinares?3.

Neste trabalho focalizaremos nas nanoparticulas de nitretos de ferro, que
apresentam uma grande variedade de propriedades fisicas importantes. Os nitretos
de ferro formam uma classe interessante de compostos comercialmente importantes
devido as suas propriedades magnéticas, elétricas, mecanicas e tribologicas®.
Recentemente, os nitretos metalicos integrados em materiais a base de carbono,
como nanotubos de carbono e grafeno, tém sido amplamente utilizados como
materiais para eletrodos devido a sua excelente estabilidade eletroquimica e alta
condutividade elétrica, e dispositivos portateis de alta eficiéncia de armazenamento®®.
Considerando elementos mais leves, como o hidrogénio, o boro, o carbono e o
nitrogénio, estes podem ocupar as posi¢cdes da rede intersticial dos metais de
transicdo, como o ferro, o que possibilita, por exemplo, a inclusdo dos atomos de
carbono e de nitrogénio na rede cubica de corpo centrado (bcc) do a-Fe (mais estavel),
cubica de faces centradas (fcc) do y-Fe ou hexagonal (hcp) do e-Fe, podendo produzir
uma série de materiais de estado sélido com aplica¢des praticas. Particularmente, o
interesse pelos nitretos de ferro provém de suas propriedades fisicas que
potencializam as aplicagbes em cabecotes de gravagdo magnética de alta densidade.
Além de suas excelentes propriedades magnéticas, podem ser citadas boas
performances em processo de catalise, dependendo da disponibilidade de sitios, em
baterias de litio e sddio, por apresentarem peso molecular relativamente baixo (FezN

e FesN)’, em aplicagbes biomédicas, uma vez que os nitretos de ferro s&o
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relativamente menos citotdxicos que os Oxidos de ferro, e como revestimentos
resistentes ao desgaste e resistentes a corrosdo, tais como os agos inoxidaveis

submetidos a nitretagdo*2.

A concentracao de nitrogénio pode ser alterada sinteticamente para estabilizar as
fases de Fe-N com diferentes estruturas cristalinas e, portanto, as propriedades
mecanicas, quimicas, eletrbnicas e magnéticas podem ser ajustadas. Existe uma série
de compostos Fe-N, cuja estrutura cristalina depende da concentragao de nitrogénio.
Sao elas: a fase y-FeNy (y = 0,9 - 1,0) com estrutura cristalina cubica, a (-Fe2N
ortorrdbmbica, a e-FesN1+ (y = 0 - 0,33) hexagonal (hcp), a y'-FesN cubica (fcc), a
martensita a’- FesN tetragonal (bct) e a a’-Fe1sN2tetragonal (bct). Enquanto a fase a’-
FesN apresenta a estrutura desordenada quimicamente com os atomos de nitrogénio
localizados aleatoriamente, a fase a”-Fe1eN2 exibe uma estrutura cristalina com os
atomos de nitrogénio localizados regularmente, sendo esta a principal diferenga entre
essas duas fases®. As principais estruturas cristalinas dos nitretos de ferro Fe-N estdo
ilustradas na Figura 1 (a)-(d)*'°. Uma estrutura hexagonal tipica de e-FesN exibe uma
relagao c/a = 1,633, e pode apresentar um valor de até 1,62 quando for referente as
NPs. As mudancas nos parametros de rede dos materiais massivos com relacao
aqueles em tamanho nanométrico estao principalmente relacionadas a tensao na rede
devido a reducao de tamanho. Quando a concentragcdo de N aumenta, os atomos de
N preenchem os sitios da rede aleatoriamente até que a metade dos locais disponiveis
estejam ocupados e, assim, ocorra a formacgao da estrutura ortorrdbmbica C-Fe2N.

A formacgao da fase y'-FesN, com estrutura fcc do tipo antiperovskita (grupo
espacial Pm3m), ocorre com os atomos de N ocupando um quarto dos intersticios
octaédricos de forma ordenada. A estrutura cristalina de y'-FesN pode ser visualizada
como uma rede fcc de Fe com os atomos de N no centro da célula unitaria. Neste
caso, existem dois locais ocupados pelos atomos de Fe, um ocupando os vértices (Fe
I) e o outro nas faces (Fe Il) do cubo, conforme mostra a Figura 1(c). Por outro lado,
a fase a”-Fe1sN2 cristaliza-se no grupo espacial tetragonal 14/mmm e pode ser vista
como um conjunto de oito células unitarias bcc de a-Fe, com duas octaédricas e os
intersticios ocupados pelos atomos de N. Existem trés posi¢des de Fe: (0,1/2,1/4),
(0,0,0.31) e (1/4,1/4,0) com sitios de simetrias 4d(4m2), 4e(4mm) e 8h(mm),
respectivamente. Na estrutura a-Fe, a cavidade octaédrica esta situada entre o

octaedro vazio de quatro atomos de Fe vizinhos mais proximos no plano ab, e os dois
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atomos de Fe centrados na célula cubica sao colocados ao longo do eixo ¢ acima e
abaixo do plano ab. Enquanto que no processo de fabricagdo da estrutura complexa

de a’-Fe1sN2, o0 atomo de N fica dentro deste buraco, distorcendo o octaedro.

— Cl”-FeA]sNz

®nN

‘. .Feﬁh
.‘ ® . (_)Fede
s ()@ Fead

3.795 A

(©)

Figura 1 - Estruturas cristalinas dos principais nitretos de ferro, em (a) (-FezN (esferas cinzas referem-
se aos atomos do Fe e as pretas aos atomos de N), (b) e-FesN (esferas pretas referem-se aos atomos
de Fe e as demais esferas remetem aos atomos de N), (c) y’-FesN (esferas brancas referem-se aos
atomos de N e as demais indicam os atomos de Fe), e (d) a’-Fe1sN2 (esferas cinza escuro indicam os
atomos de N e as demais esferas indicam os atomos de Fe). As diferentes nuances das esferas para
os atomos de Fe ou de N remetem aos diferentes sitios ocupados para cada conjunto de atomos.
Imagem modificada da referéncia“.

Dentre os compostos Fe-N, apenas as fases com porcentagem atémica na rede
de N < 25 apresentam comportamento ferromagnético a temperatura ambiente. Os
nitretos a”-Fe1sN2 e y-FesN tém grandes aplicagdes potenciais e, em principio, muito
baixo custo devido a grande abundancia desses elementos. Na forma de
nanomagnetos podem ser usados, por exemplo, para polarizagdo de cabegotes de
gravacao magnética de alta densidade e, também, para eletrodos ferromagnéticos
com alta polarizacédo de spin de interesse para spintrénica*'!. Devido ao seu elevado

momento magnético, com relagdo aos demais nitretos e oOxidos de Fe, a fase
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metaestavel a’-Fe1sN2 atrai consideravel atengdo'?'3. Nanoparticulas constituidas de
a’-Fe1sN2 e (-Fe2N apresentam uma magnetizagao de saturagéo ~ 510 emu/g (Figura
2). Esta estimativa da magnetizagdo de saturacdo média para as nanoparticulas de
nitreto de ferro é cerca de 2,3 vezes maior que a magnetizagao de saturacéo do ferro
macigo (217,2 emu/g)'*. No entanto, a fase pura a’-Fe1sN2 é de extrema dificuldade
de sintese exigindo, via de regra, métodos de preparagao complexos e com varias
etapas®. Por outro lado, embora as fases ricas em nitrogénio (Fez2N e FesN) possuam
menor valor de magnetizagdo de saturagéo, elas apresentam baixo peso molecular.
Isso permite explorar outro tipo de aplicagao que € a transferéncia do seu excesso de
elétrons. Essas duas fases tém excelentes capacidades de descarga reversivel para

reagOes eletroquimicas de litio ou sédio’>16,
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Figura 2 - Histerese magnética de NPs de a’-FeisN2 + C-Fe2N na temperatura de 10 K. Imagem
modificada da referéncia.

A termodinamica das fases de Fe-N e o diagrama de fases de Fe-N associados
sao de importancia crucial para a compreensdo do comportamento do material,
guando observado durante o processo de nitretacdo de ferro e de acos. Ao lado do
diagrama de fases Fe-C, o diagrama de fases Fe-N apresentado na Figura 3 € um dos
diagramas de fase mais importantes em engenharia e ciéncia dos materiais'®. Ele
consiste em compostos quimicos como, y-FesN, ¢-Fe2N e FeN (cuja estrutura precisa

e regiao de estabilidade estdo ainda abertas) e fases metaestaveis (a’-Fe(N) e a’-

" Uma abordagem geral para descrever metaestabilidade & baseada em termos energéticos
(geralmente energia livre de Gibbs). As fases que apresentam este comportamento sdo metaestaveis
a presséao normal, no sentido de que ndo correspondem a uma energia livre minima de Gibbs para uma
dada composigcado quimica. Também, uma fase metaestavel pode ser caracterizada por um estado de
nao equilibrio de uma substancia, cujas propriedades mudam reversivelmente no momento de um
experimento ou observacéo. A metaestabilidade é garantida pela existéncia de uma barreira de energia
no caminho da transformagao do sistema em estados de baixa energia'?.
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Fe1sN2)'7. Assim, um processo tecnologicamente muito importante na engenharia de
superficie sao as ligas a base de ferro submetidas a processos de nitretagao, isto é, a
introdugéo de nitrogénio na rede metalica sob uma atmosfera externa (gas, plasma,

sal)'®,

Fe FesN

Liquid

ol s ua sl sy

ali sy

D

Temperatura T(K)

0 10 20 30 40 50 60
Concentracao de nitrogénio (%)

Figura 3 - Diagrama de fases do sistema Fe-N. Imagem adaptada da referéncia’®.

Do ponto de vista cientifico, € necessario um conhecimento preciso das
propriedades fundamentais dos nitretos de ferro nanoestruturados, a fim de que
possam ser utilizados em novas aplicagdes. O estudo de amostras volumétricas
macroscopicas € necessario para esclarecer os fundamentos das propriedades fisicas
e magnéticas destes materiais. No entanto, este tipo de amostra é sintetizado por
meétodos convencionais e comumente tém gradientes de concentragao de nitrogénio.
Por outro lado, as NPs podem ser sintetizadas em uma unica fase de nitreto e mais
facilmente do que as amostras macroscopicas, além de ampliar os campos de
aplicacao. Devido a grande area superficial das NPs, os atomos de nitrogénio podem
penetrar facilmente e uniformemente nas particulas e, portanto, aumentar o tamanho
das particulas dentro de uma unica fase, viabilizando uma caracterizagao precisa do
nitreto®.
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Embora a pesquisa sobre nitretos metalicos de baixa dimens&do ndo seja um
tépico novo, apenas recentemente os nitretos bidimensionais de metais se
consolidaram em diversas arenas promissoras da nanotecnologia. Além do potencial
para armazenamento de alta taxa de energia, necessario para eletrénicos portateis,
os nitretos metalicos nanoestruturados oferecem muitas outras aplicacdes possiveis
como na fotdnica e plasménica®’, coleta de energia (energy harvesting)?' e micro-

supercapacitores?2-24,

Mesmo com muitas aplicagdes importantes, ainda ha um desafio na sintese bem-
sucedida dos sistemas monofasicos de Fe-N, seja em filmes finos ou nanoparticulas.
Devido a grande area superficial e a maior concentracao de defeitos na geometria das
nanoparticulas, os atomos de nitrogénio podem penetrar mais facil e uniformemente
nas particulas. Portanto, a formacao do nitreto de ferro monofasico € mais facil em
nanoparticulas quando comparada com filmes finos*'%. As deposigdes assistidas por
irradiacao de ions de baixa energia (pulverizacdo ou bombardeio de ions) podem ser
usadas, mas podem facilmente resultar na geragao de defeitos pontuais € no excesso
de composicao de nitrogénio. O processo de nitretagdo € bem conhecido para alguns
nitretos metalicos e, frequentemente, verifica-se que a difusdo do nitrogénio é

significativamente mais rapida quando comparada ao atomo do metal?>.

As rotas convencionais de preparacao de NPs sdo muitas vezes baseadas na
reducdo de um metal na presenca de estabilizadores. Os nitretos de ferro, por
exemplo, sdo usualmente formados como resultado da interagdo de amdnia (NH3)
com o precursor de ferro a temperaturas 2400° C. No entanto, a principal desvantagem
desses procedimentos € a presenga de contaminantes na superficie das NPs, o que
€ problematico quando € necessaria uma alta atividade superficial nas aplicagées. A
irradiacédo a laser em meio liquido € um método de fabricagdo alternativo que
possibilita a produgdo de NPs em ambientes reativos especificos e livre de agentes
quimicos, desde que um alvo de alta pureza seja irradiado em solvente puro?%-2’. Além
disso, a irradiagao a laser tem o potencial de ser um método exclusivo para a sintese
em uma unica etapa, como no caso dos nitretos de ferro a partir da irradiacédo de um

alvo metalico de Fe imerso em nitrogénio liquido.

Apos a sintese por irradiacao a laser, as nanoparticulas sao deixadas em um

liquido de conservacédo onde sdo mantidas em suspensao, uma vez que a interagao
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da superficie da particula com o solvente é forte o suficiente para superar as
diferencas de densidade, evitando que o material precipite no liquido. Isso se deve a
alta relacdo entre superficie/volume das nanoparticulas, a qual fornece uma

consideravel forgca motriz para a difusdo?s.
Entre os objetivos deste trabalho estao:

(i) Produzir NPs de nitreto de ferro, separadamente, por irradiagao a laser,
variando a fluéncia e o comprimento de onda do laser;

(i) Investigar os efeitos desses parametros do laser nas nanoparticulas
sintetizadas, através do estudo das propriedades morfologicas, estruturais
e Opticas das NPs;

(iii)  Identificar a fase a’-Fe1sN2 de interesse e otimizar a sua producéo;

(iv) Estudar a estabilidade das NPs de a’-FeisN2 em solugdes salinas
concentradas;

(v) Estudar a estabilidade das NPs de a’-FeisN2 em solugdes salinas

concentradas.

O comprimento de onda do laser escolhido para variar a fluéncia foi o

infravermelho (1064 nm), que € o modo fundamental do laser utilizado.

Conforme foi inicialmente citado, as NPs de Fe-N exibem grande potencial em
aplicagdes biomédicas, especialmente as fases com elevado momento magnético,
como a fase a’-FeisN2. Contudo, as interagdes dessas nanoparticulas em fluidos e
organismos bioldgicos nao foram profundamente avaliadas. A capacidade de prever
e controlar a reatividade desses sistemas em condi¢des biologicamente relevantes,
ou seja, a degradagao das NPs, a liberagdo de produtos indesejados e a interagao
delas com tecidos bioldgicos, ajudariam a criar materiais seguros que tenham
aplicacbes na area de nanomedicina. Neste estudo foi utilizado um animal
invertebrado, o nematddeot Caenorhabditis elegans (C. elegans)?®, para testar os

efeitos toxicoldgicos das NPs de nitreto de ferro. Devido a capacidade de cultivar

T Os nematodeos, ou vermes, sdo animais invertebrados de corpo cilindrico. A maioria dos nematodeos
de vida livre tem menos de 2,5 mm de comprimento, sendo grande parte com aproximadamente 1 mm.
Muitos s&o microscépicos, mas alguns nematédeos do solo tém até 7 mm, algumas espécies marinhas
atingem 5 cm e alguns parasitas alcangam 50 cm ou mais. Eles aparecem dos polos aos trépicos em
todos os tipos de ambientes, inclusive desertos, altas montanhas e no mar profundo. Os Nematddeos
também incluem um dos animais de laboratério mais intensamente estudado, Caenorhabditis elegans,
o qual apresenta todas as células mapeadas ao longo de todo seu desenvolvimento e de quem o
genoma esta entre os mais bem conhecidos de todos os organismos°.
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centenas desses animais em uma unica placa de Petri, alimentando-se de bactérias,

com uma vida util curta (2-3 semanas) e crescimento facil e barato em laboratério,

este verme tornou-se um modelo ideal para testes iniciais dos niveis de toxicidade de

NPs. Além disso, os avangos na genética e na biologia molecular permitiram a

identificacdo de todas as 959 células do C. elegans e do seu genoma completo, que

demonstraram uma alta conservagéo de mecanismos bioldgicos entre o verme e 0s

vertebrados®.

O presente trabalho sera dividido em 6 capitulos, cujo conteudo esta organizado

COmo segue.

No capitulo 1 introduzir de forma simplificada a motivagao do trabalho e os
objetivos principais.

No capitulo 2 apresentar o estado-da-arte da fabricagdo e os principais
registros de sintese de nanoparticulas de nitreto de ferro, conforme extraimos
da revisao bibliografica, seguido da sintese de nanoparticulas deste trabalho.
No capitulo 3 apresentar os métodos experimentais utilizados, a descrigdo dos
fundamentos tedricos de cada técnica e dos métodos de preparagédo das
amostras deste trabalho para cada analise.

No capitulo 4 apresentar os resultados e discussodes.

No capitulo 5 apresentar uma breve revisdo bibliografica sobre o animal
invertebrado utilizado nos testes de toxicidade das nanoparticulas de nitreto de
ferro, seguido de alguns dos resultados obtidos, cujo estudo ainda esta em
andamento.

No capitulo 6 apresentar as conclusdes.
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2 SINTESE DE NANOPARTICULAS

2.1 NANOPARTICULAS DE NITRETO DE FERRO

O principal interesse no magnetismo dos compostos Fe-N resulta da busca
para se encontrar uma alternativa ao ferro metalico, especialmente com melhor
estabilidade quimica em ambientes oxidativos. As NPs de Fe sado extremamente
reativas com o ambiente e apresentam momento magnético reduzido devido as
camadas superficiais de 6xido que se formam facilmente nas NPs de Fe, o que limita
suas aplicacdes. Aléem disso, as NPs de Fe quando revestidas com surfactantes
sofrem uma perda significativa de magnetizagcdo. Embora a introdugao de atomos de
nitrogénio na rede Fe dilua o0 momento magnético intrinseco, a estabilidade das
nanoestruturas Fe-N é comparativamente melhor do que as NPs de Fe e, apresentam

um momento magnético superior as NPs de 6xidos de ferro (Fe203 e Fes0a).

Diferentemente dos 6xidos de ferro, os nitretos de ferro sdo estabilizados pelas
interagbes dominantes de Fe-Fe, apresentando similaridades estruturais ao ferro
metalico. Os atomos de nitrogénio sao fracamente ligados aos atomos de ferro nos
locais intersticiais, gerando entalpias menos negativas de formagéao e uma inclinagao
menos acentuada, conforme mostra a Figura 4. Ao contrario, nos éxidos a inclinagao
€ mais ingreme e, o FeO1.33 (Fe304) é energicamente estabilizado em relagdo a uma

mistura de FeO e FeO1.50%".
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Figura 4 - Grafico das entalpias de formagéo de nitretos de ferro FeNx e 6xidos de ferro FeOx em
relagédo ao teor x de N ou O. Imagem adaptada da referénciad’.
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Tessier F. e colaboradores estimaram o valor da entalpia de formacao da fase
de nitreto de ferro de interesse para o presente estudo, a’-FeisN2. Segundo os
autores, o valor positivo obtido (x = 0,125) reflete provavelmente a metaestabilidade
de a”’-Fe1sN2, em comparacédo com o restante da série de nitretos de ferro. Neste caso,
esse resultado concorda com o fato de que a a”-Fe1sN2 ndo é considerada como uma
fase de equilibrio termodindamico, mas como metaestavel. Como mencionado na
secdo de Introducdo, sua sintese nao é facil, em parte porque a fase a’-FeisN2 €
termicamente instavel acima de 250 °C e se decompde liberando N2 apds a separagao

da fase em a-Fe e FeaN3",

Apesar do estudo das NPs de Fe-N ser vasto?, é escassa a quantidade de
estudos que apresentam a formagdao em uma Unica fase e/ou um crescimento dessas

NPs em uma unica etapa.

Os trabalhos mais recentes sobre NPs de nitretos de ferro tem como motivagao
a funcionalizagdo dessas NPs como eletrodos’- %32, Neste panorama, destaca-se um
trabalho de 2019 que apresenta a sintese de NPs de Fez2N (Figura 5 (a)) via NPs de
Fe203 sob o fluxo de gas nitretante de amonia (NH3)33. O eletrodo fabricado pelos
autores foi utilizado para a determinagado do biomarcador 4-NQO. O 4-NQO ¢é um
importante marcador na pesquisa do cancer, produzido a partir das células
tumorigénicas do cancer. Dessa forma, foi produzido um novo sensor eletroquimico
para a deteccao de estresse oxidativo e biomarcador de cancer a base de Fe2N com

eletrodo modificado de nano folhas de grafeno.

Huang e Wang3* produziram NPs de FesN, conforme apresenta a Figura 5 (b),
com uma estreita distribuicdo de tamanho por reagao quimica de ferro carbonil e gas
de amdnia. Os autores conseguiram estabilizar a fase e o tamanho das nanoparticulas
através do controle da proporcdo adequada de liquido transportador e surfactante.
Também observaram um aumento da magnetizacédo de saturagao em concentragdes

maiores de NPs de FesN, ou quando estas se encontram aglomeradas.
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Figura 5 - Nanoparticulas de Fe-N na fase (a) FezN, (b) FesN, (c) FesN, (d) FesN, (e) e (f) Fe1sN-.
Imagens adaptadas das referéncias'#33-%7, respectivamente.

A fase FesN foi sintetizada em tamanho micro e nano por nitretacéo gasosa de
amonia na temperatura de 793 K por Yu M. e colaboradores em 201638, Este estudo
demonstrou uma possivel aplicagado na producao de absorventes finos e leves a partir
de particulas de FesN (Figura 5 (c)) em tamanho nanométrico para absorgcéo de
microondas nas bandas S e C (2-8 GHz).

Gui-Fu Dong apresentou no International Conference on Mechanics and
Materials Engineering (ICMME 2014) um dos primeiros indicios, se ndo unico, da
evidéncia de NPs compostas pela estrutura FesN (Figura 5 (d)). O trabalho investigou
as propriedades magnéticas, de friccdo e de estabilidade de lubrificantes magnéticos
(ferrofluidos) de NPs de FesN preparadas via ativagéo por plasma3.

Por fim, as particulas na fase unica de Fe1sN2 foram sintetizadas por Gubert G.
e colaboradores™ pela técnica de ablacdo a laser de um alvo de ferro imerso em
nitrogénio liquido (ver Figura 5 (e)). Este trabalho revelou que o crescimento em um
ambiente saturado em nitrogénio, proporcionado pelo nitrogénio liquido, é util para
sintetizar particulas estaveis em uma unica etapa. O trabalho mais recente encontrado
na literatura (2019), propde a sintese de NPs na fase unica Fe1sN2 por redugéo de
Fes3O4 em gas hidrogénio, seguida da nitretacdo sob fluxo continuo de gas amoénia na
taxa de 100 mL/min a 145 °C durante 40 h%. As propriedades das nanoparticulas de

Fe1sN2, tanto magnéticas quanto relacionadas a geragao de calor, foram comparadas
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as NPs de magnetita. Neste caso, as amostras de Fe1sNz (Figura 5 (f)) apresentaram
maior estimativa de geracao de calor que as nanoparticulas de magnetita, sugerindo
um grande potencial de aplicagéo das NPs de Fe1sN2 em tratamentos para hipertermia
magnética com maior eficiéncia de aquecimento3®.

Apesar dos nitretos de ferro apresentarem propriedades atrativas em aplicagdes
bioldgicas, as NPs de Fe1sN2 ainda ndao foram testadas efetivamente in vivo. Além
disso, os trabalhos que relatam sobre a toxicidade dos nitretos de ferro utilizam
referéncias que ndo mostram evidéncias que comprovem a baixa toxicidade dos

mesmos*33.39

2.2 PROCESSO DE NITRETACAO

Os atomos de nitrogénio, que apresentam uma afinidade eletrénica de 3 eV,
sdo muito reativos e capazes de formar ligacoes de alta energia, particularmente na
molécula de N2. A reatividade do nitrogénio depende, portanto, de ela estar envolvida
na reagao no estado molecular ou atdmico. No primeiro caso, a reagao ocorre
facilmente, como por exemplo na formag¢ao de complexos de nitrogénio. No segundo
caso, a grande entalpia de dissociagao de nitrogénio (226 kcal/mol) permite que as
reacbes ocorram somente a altas temperaturas, o que explica a inércia quimica

relativa tradicionalmente atribuida ao nitrogénio“©.

Quando os atomos de nitrogénio sao adicionados aos sitios intersticiais do
metal de transigdo, a densidade de elétrons no nivel de Fermi muda, causando
mudangas nas propriedades eletronicas dos nitretos de metais de transicdo em
relagdo ao metal. Inicialmente, ocorre uma expansao da rede metalica e, em seguida,
a estrutura cristalina da rede metalica é alterada para outra a medida que aumenta a
concentragdo de atomos de nitrogénio. O nitrogénio pode formar nitretos metalicos
com todos os metais de transicdo em ambiente atmosférico, exceto com os ultimos

elementos da segunda e terceira fileiras da tabela peridédica*’.

Como vimos anteriormente, os métodos utilizados para a produgao de nitretos
sS40 numerosos, e podem ser divididos em trés grupos, dependendo se o crescimento
introduz uma fase intermediaria gasosa ou liquida, ou se o crescimento ocorre por
meio de uma reagéo solida-solida. Contudo, a presencga de impurezas, principalmente

de oxigénio, € um problema comum nestes diferentes tipos de preparacgdes. A
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afinidade eletrénica de um atomo de oxigénio € sempre maior que a de nitrogénio, de
modo que o0 menor vestigio de oxigénio provoca o deslocamento de nitrogénio e a

formacao de 6xidos ou oxinitretos?°.

Especificamente, para a formagao de nanoparticulas de nitretos, cuja sintese
ocorre em ambientes gasosos*?, exige-se um sistema de evacuacgdo rapida e uma
camara de vacuo sofisticada para evitar a producdo de oxidos. Em contraste, a
producao em nitrogénio liquido € uma maneira simples e eficiente de realizar produtos
sem contaminacdes, pois as nanoparticulas sao geradas em um ambiente mais denso
e reativo formado estritamente de nitrogénio. Entre os métodos de sintese em
nitrogénio liquido, a técnica de irradiagdo a laser de um alvo em meio liquido atraiu
grande interesse nos ultimos anos pois possibilitou o acesso a uma variedade de fases
metaestaveis, que geralmente ndo podem ser obtidas por outras vias, e coloides de
nanoparticulas com extrema estabilidade e pureza**-4°. Existem muitos grupos que
se concentram nesta diregcdo de pesquisa globalmente e uma grande variedade de
nanomateriais que podem ser produzidos por irradiagcdo a laser. Isso tornou-se
possivel devido a simplicidade no processo de preparagao e da auséncia de reagentes
desnecessarios em irradiacdo a laser, como estabilizadores e subprodutos que
normalmente sdo gerados em sinteses quimicas**. Portanto, na subsegéo seguinte,
descrevemos detalhadamente o método de crescimento de nanoestruturas por

irradiacao a laser e consideramos os processos fisicos e quimicos basicos envolvidos.

2.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS POR IRRADIAGAO A LASER

Existem duas vias mais utilizadas na producao de nanoestruturas, nanofluidos e
nanoparticulas. Elas sdo divididas em duas grandes abordagens: top-down e bottom-
up. Os métodos fop-down baseiam-se no material padrdo em larga escala e, ao
mesmo tempo, reduzem as dimensdes deste a nanoescala usando recursos e
processos de microfabricagdo. Enquanto os métodos bottom-up organizam os atomos
e as moléculas em nanoestruturas, usando por exemplo propriedades quimicas
simples e recursos de auto-organizagao e auto-montagem. O método de irradiagao a
laser de um alvo em ambiente inerte ou reativo incorpora alguns aspectos dos
métodos sintéticos fisicos de top-down e quimicos de bottom-up*®. Este ultimo sera

mais evidenciado no decorrer da descrigao para esta técnica durante essa secéo.
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A irradiacdo a laser de alvos solidos no meio liquido pode ser realizada para
fabricar nanoestruturas com varias composi¢cdes (metais, ligas, 6xidos, carbonetos,
hidroxidos, entre outros) e morfologias (nanoparticulas, nanocubos, nanohastes,
nanocompdésitos, entre outros). Como este método envolve um liquido e um sélido,
pode-se escolher e combinar alvos e liquidos para fabricar nanoestruturas de
interesse para pesquisas fundamentais e potenciais aplicagdes tecnoldgicas. Em
alguns casos, a estrutura cristalina, a fase, o tamanho e a forma das nanoestruturas
podem ser controlados através do ajuste dos parametros do laser e dos fatores
ambientais, permitindo a sintese de nanoestruturas em um unico passo. Ao mesmo
tempo, é viavel reirradiar com o mesmo laser os nanomateriais em suspensao para
modificar, ainda mais, o produto desejado, por exemplo, para reduzir o tamanho das
NPs. Comparado com outros métodos, tipicamente quimicos, a ablagao/irradiagao por
laser em meio liquido € uma técnica simples e "verde", que normalmente opera em
agua ou liquidos organicos em condigées ambientes e sem rejeitos para descarte?+46.
Cabe ressaltar que, a ablacdo a laser € um processo especifico de remogao de
material de um alvo sélido que ocorre na irradiagao a laser pulsado. Os processos de
evaporacgao e/ou sublimacdo com a formacao de um plasma e da bolha de cavitagao
ocorrem concomitantemente. A quantidade de energia liberada pelo laser por unidade
de area (fluéncia) e o intervalo de tempo entre os pulsos € que determina a
predominancia ou ndo do processo de ablacao do laser pulsado. Entretanto, os
mecanismos basicos do processo de nitretacdo a laser ainda sdo pouco
compreendidos, principalmente devido as complicadas interagcbes laser-plasma-

material#®47-49,

Existem caracteristicas Unicas na fase liquida dos micro-plasmas que se formam
durante a ablagao a laser, e principalmente em metais, como o Fe, cuja evaporagao
comegca a ocorrer quando a fluéncia do laser é da ordem de 1 J/cm?. Os plasmas da
ablagdo a laser sdo densos e com pressdes dificilmente alcancadas por outras
técnicas de sintese, seja por descargas ou mesmo por ablagao direta*®. As superficies
metalicas quando irradiadas pelo laser podem superar a temperatura de fusdo (1811

K) e manter-se abaixo do ponto de ebuligédo (3134 K)'°.

Na irradiagdo a laser, a producdo das nanoparticulas depende também da
frequéncia de pulsos de laser em um alvo massivo imerso em uma solugéo liquida®°.

O alvo pode ser uma unica pega ou po compactado e sinterizado. A formagao das



35

NPs pode ocorrer através de varios mecanismos, como nucleag&o e crescimento ou

ejecao de gotas em altas temperaturas e fragmentos sélidos do alvo.

Inicialmente, a sintese ocorre na superficie do material, conforme ilustra a Figura
6, onde o pulso do laser incidente penetra até uma certa profundidade, tipicamente
poucas dezenas de nandmetros. O forte campo elétrico gerado pela luz do laser é
suficiente para remover elétrons a partir do volume de penetragao no alvo. Para uma
fluéncia de laser suficientemente elevada, o material € convertido para a forma de
plasma, gerando a chamada pluma de plasma. Esta contém varias fases energéticas,
incluindo atomos, moléculas, elétrons, ions, aglomerados, particulas e globulos
fundidos. Apds findar a incidéncia do pulso do laser, a pluma de plasma absorve uma
porcao significativa de energia do laser por meio dos processos de fotoionizagao (PI)
e o efeito de Bremsstrahlung (IB) inversa na fase gasosa induzida pela ablagéo por
laser*’4°. O processo por Pl consiste em uma absorgdo por fotoionizacdo de um

estado excitado, cuja secdo de choque transversal op; pode ser expressa como*°:

op = K(Ep)A? (2-1)

onde k(E,) € uma fungéo da energia de ionizagao E, do estado excitado. Na ablagao
de metais a laser no visivel (Vis) e no ultravioleta (UV), a energia do foton é
comparavel a energia de ionizagao tipica de atomos excitados, levando a uma g,; da
ordem de 10 a 17 cm? em muitos casos. A absor¢do de Pl aumenta na regido
infravermelho (IR), enquanto que o processo de IB inclui a absor¢cao de foétons por
elétrons livres durante colisbes com espécies neutras e ionizadas. De fato, o processo
de ionizagcdo em sequéncia é construido através da absorcéo de IB, onde os elétrons
livres que obtiveram energia suficiente liberam os elétrons ligados por colisbes
frequentes, criando mais ions. Esse processo leva a multiplicagao de elétrons livres
para estabelecer a formacdo do plasma. A sec¢ao transversal de IB, o5, para
contribuigdes dos elétron-ion e elétron-atomo depende do comprimento de onda do

laser e pode ser expressa como*”49:

14387752

P (K)) - 1] T Iy Tiaem M (2-2)

— 3
013=K1MjonA [exp <
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onde k; e k, sado fungbes da concentragdo (densidade numérica) de elétrons e da
temperatura dos elétrons T,, enquanto n;,, € n,,» sdo as densidades numéricas dos

ions e atomos neutros, respectivamente.

t<0 t=0 t=10"2%s a 10"%s
Pulso de penetragdo Absorgédo do pulso Remogdo do material
no liquido do laser ablado

Onda de
choque

Solucao | Pulso do laser
Liquida

Pluma de
plasma

t=10"" a 107s t=10%s a 104s t>104s
Expanséo e resfriamento Expansdo e término Crescimento lento
da pluma de plasma da bolha de cavitagéo e aglomeracao de NPs

Aglomeracdo de NPs

»

-

Mucleagio e Bolha de
Pluma de plasma W crescimento cavitagdo

das NPs

. Produgdo
e » - deNPs

Figura 6 - Esquema ilustrativo das principais etapas do processo de irradiacdo a laser (para mais
detalhes, veja o texto). Imagem adaptada da referéncia*.

Considera-se este plasma inicial como o plasma induzido pelo feixe do laser,
porque € diretamente formado pela incidéncia da radiagdo no alvo sdlido pelo pulso
do laser. Em seguida, ao contrario dos ambientes em vacuo e gas, a expansao do
plasma induzida pelo laser é fortemente confinada pelo liquido. Depois que o alvo
soélido absorve a parte posterior do pulso do laser para produzir uma oferta continua
de vapor, o plasma se expande para criar uma onda de choque, 0 que resulta em um
estado termodinamico unico para o plasma, com aumento de pressao, temperatura e
densidade em relagdo ao plasma originalmente formado**. Este estado termodinamico

€ obviamente favoravel para a formacédo das fases metaestaveis, como a fase a’-
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Fe1sN2, que se encontram na regido de alta temperatura e de alta pressao no diagrama

de fase do equilibrio termodinamico®’.

Durante a transformacdo do plasma ocorrem quatro tipos representativos de
reagcdes quimicas, induzidas pelo laser, dentro do plasma e na interface entre o
plasma e o liquido. Essas reacgdes diferem das que ocorrem nos ambientes em vacuo
e de gas, ja que o confinamento do plasma no liquido conduz o plasma a um estado
termodinamico completamente diferente**5'. A Figura 7 resume essas reagdes**4°,

incluindo sua localizagao, elementos envolvidos e produtos gerados.

LiQUIDO (L)

L}

Metal (M)

Figura 7 — Os quatro tipos de reagbes quimicas que ocorrem dentro do plasma e do liquido, e entre a
interface plasma/ liquido: reagao do material do alvo dentro do plasma (M*), reagédo entre o material do
alvo e as moléculas do liquido dentro do plasma (M* +L*), (M+L*) reacdo entre o material do alvo e o
liquido na interface entre o plasma e o liquido (M+L*), reacdo no meio liquido entre o material do alvo
e do liquido (M +L). Note que o * indica os estados excitados e / ou ionizados. Imagem adaptada da
referéncia®®.

Quando o plasma ja esgotou a quantidade de energia recebida através do pulso
do laser, ocorre um resfriamento do plasma. Neste caso, ele libera energia para a
solugdo liquida e para o alvo a uma velocidade supersénica, criando uma onda de
choque sob o liquido circundante, enquanto mantém a pressao aplicada por um

periodo superior a duracao do pulso do laser.

O plasma ¢ resfriado em camadas, comegando pelas externas, e a quantidade
total de espécies diminui porque os atomos se agregam para gerar as nanoparticulas

e, portanto, sdo subtraidos do plasma. Assim, as nanoparticulas sdo produzidas
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principalmente durante a extingdo do plasma. Este efeito foi confirmado através de
espectros de emisséo, os quais revelaram sinais de pequenas moléculas provenientes
da reagao quimica que ocorre entre as espécies abladas e as moléculas do liquido na
pluma plasmatica. Além disso, a transferéncia de energia do plasma para o liquido
circundante, faz com que a fina camada de vapor aumente. A camada de vapor é
considerada a fase inicial da bolha de cavitagdo e quando o plasma deixa de existir,
esta ultima se forma no liquido, contendo no seu interior as particulas ejetadas do
alvo. Ainda de acordo com a literatura, nos liquidos a bolha de -cavitagao
primeiramente se expande e depois comprime com o tempo, colapsando em um ponto
préoximo a superficie do alvo. As nanoestruturas formadas ficam sujeitas a um campo
de alta presséo e alta temperatura até a implosdo da bolha de cavitagdo**46:4749 O
tamanho da bolha esta intimamente relacionado com a largura temporal do pulso, o
que indica que quanto maior for o pulso do laser, maior sera o processo de expansao
da bolha. Além disso, a duracéo da bolha é de duas ordens a mais de magnitude que
o plasma, isto sugere que existe tempo suficiente para que as reagdes quimicas

continuem e ocorra a sintese de nanoparticulas neste processo*.

A fonte de laser é reconhecida como a componente mais importante na sintese
de nanoparticulas por irradiagdo a laser. Ha uma década atras, a pesquisa e a
fabricacdo de NPs concentrava-se principalmente em lasers de nanosegundo (ns).
Por isso, a compreensdo fundamental dos outros tipos de lasers com diferentes
larguras de pulso é limitada em comparagdao com a de lasers de ns. Até a presente
data, foram utilizados lasers para executar a ablagdo de milissegundos (ms),
microssegundos (us), ns, picossegundos (ps) e femtossegundo (fs). Cada tipo de laser
tem suas vantagens unicas, o que amplifica consideravelmente a gama de opgdes

disponiveis para sintetizar diferentes tipos de nanomateriais*446.

O liquido é o segundo componente mais importante e, inicialmente, a agua e os
solventes organicos comuns, incluindo alcool, acetona e dodecil sulfato de sddio,
foram amplamente utilizados em irradiacdo a laser. Recentemente, pequenas
biomoléculas, como solugdes aquosas de oligonucleotideos, polimeros, nitrogénio
liquido, didxido de carbono supercritico e hélio liquido a temperaturas muito baixas,
foram utilizadas como liquidos unicos para sintetizar nanocristais e fabricar

nanoestruturas. Estes  solventes recentemente investigados ampliam
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substancialmente a aplicabilidade como, por exemplo, na catalise e na

biomedicina®446.

ApOs a irradiacao do laser, observa-se um som de estalos e emissdes Opticas a
partir do ponto irradiado pelo laser no alvo. A ruptura da rigidez dielétrica do ar e do
meio liquido e a formacédo de ondas de choque e do plasma sédo alguns eventos
frequentemente observados, desafiando a modelagem que é ainda incipiente.
Durante a irradiagdo do laser, o sistema (alvo/liquido) deve ser agitado para remover
do caminho do laser as NPs ja produzidas, pois as que permanecem no caminho do
feixe de laser podem absorver a radiagao, o que reduz a eficiéncia da ablacao de

novas NPs#3.

Com relacdo ao controle do tamanho da particula, este pode ser de extrema
importancia na fabricagdo de NPs devido algumas propriedades, como Opticas,
magnéticas e cataliticas, das NPs dependerem fortemente do tamanho das particulas.
Inicialmente, alguns parametros do feixe do laser podem ser ajustados para este fim,
tais como: o comprimento de onda, intensidade e fluéncia do laser. Em estudos
prévios de NPs de prata, verificou-se que em baixa fluéncia do laser (< 1 J/cm?) o
tamanho das particulas aumentou com a diminuigao do comprimento de onda do laser,
e a eficiéncia de formacgao de NPs também teve o mesmo comportamento com relagao
ao comprimento de onda. Em contrapartida, com uma fluéncia elevada (> 1 J/cm?), a
eficiéncia de formacéo e o tamanho das particulas aumentaram com um comprimento

de onda do laser maior3.

Um fator que pode afetar o processo de ablacdo em altas fluéncias do laser esta
relacionado a maior absorcao da luz do laser incidente pelas particulas produzidas
nesse processo. Isto ocorre, pois, 0 aumento da fluéncia pode levar a uma saturagao
da quantidade de NPs produzidas, o que resulta em uma maior absorgéo da radiagao
pelas particulas e uma diminuicdo da intensidade da luz laser efetiva que atinge o
alvo. Ao usar um laser no comprimento de onda de 1064 nm, por exemplo, com menor
energia de fotons, o plasma induzido pelo laser € mantido principalmente pela
absorcdo de IB, e o aumento da fluéncia pode permitir o acesso a fases mais
complexas e cristalinas do diagrama de fase de nitretos metalicos. Trabalhos recentes
sobre a sintese de nanoestruturas por irradiacdo a laser em liquidos corroboram esta

afirmag&o®. O comprimento de onda fundamental do laser Nd: YAG geralmente é
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usado para ablagdo a laser em solugdo aquosa, cuja agua pura € capaz de absorver
20% da energia do pulso em 1 cm de comprimento do caminho do laser. Isto significa
que além de considerarmos a absorcao da radiagao do laser pela suspensao coloidal,
se o alvo irradiado ficar sob uma lamina de liquido muito espessa, a energia do pulso
atingindo a superficie do alvo pode ser extremamente baixa e ocasionar em uma
menor concentragao de material produzido. Ao mesmo tempo que uma maior fluéncia
pode aumentar a eficiéncia da produgéo, ela pode promover a fragmentacao e reduzir
o tamanho das NPs produzidas por uma radiacédo do laser em um baixo comprimento

de onda de 355 nm, por exemplo*3.

Outro parametro que interfere na geragao do produto final por irradiagao a laser &
a frequéncia de pulsos (taxa de repeticao). A Figura 8 apresenta esquematicamente
as diversas nanoestruturas preparadas no sistema Pb/S em funcao da reatividade do
liquido e da frequéncia do pulso do laser. Niu K. Y. e colaboradores®3** mostram que
para um laser de ms a reatividade do meio liquido é decisiva para a estrutura final dos
produtos. A medida que a reatividade do meio liquido aumenta, as reacdes da
superficie avancam mais rapido e mais profundamente. Quando o liquido mais reativo
foi usado, as nanogoticulas de Pb foram completamente sulfetizadas em nanocubos
de PbS perfeitos de fase unica a altas temperaturas (Figura 8 (c)). Por outro lado, a
frequéncia do laser também mostra um efeito significativo no tamanho e morfologia
dos produtos. Segundo os autores, quando a frequéncia de pulso do laser € baixa, os
produtos formados podem se afastar da area irradiada antes da chegada do proximo
pulso, assim a nanoestrutura inicial produzida pode ser preservada. Por outro lado, as
nanoestruturas produzidas sdo mais propensas a sofrer irradiacdo secundaria no
proximo pulso quando sao aplicadas frequéncias de pulso mais altas de laser.
Portanto, algumas delas (as nanoparticulas de Pb puro e nanocubos de PbS puro)
foram fragmentadas em nanoparticulas menores com a mesma estrutura cristalina
que as primarias, enquanto outras foram fragmentadas e transformadas em novas

nanoestruturas finas®3.
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Figura 8 - Diagramas esquematicos da ejecdo de nanogotas de metal e formagéo de nanoestruturas:
(a) formacdo de nanogotas no processo de ablagdo de um laser em milissegundos, (b) reagdes de
nanogotas de metal ejetadas no liquido, (c) efeito da reatividade liquida e da frequéncia do laser na
morfologia das nanoestruturas formadas no sistema Pb/S. Imagem adaptada da referéncia®3.

Dessa forma, apesar da técnica de irradiagcdo a laser exigir o conhecimento
sobre o controle dos parametros do laser em relagdo as condicdes e materiais
envolvidos na sintese, ela permite a producao de NPs em um processo limpo, versatil
e unico de crescimento. Assim, é possivel desenvolver materiais com estruturas
cristalinas, morfologias e tamanhos especificos, conforme o interesse. Mesmo no caso
em que a irradiagao laser gera simultaneamente objetos com diferentes tamanhos e
geometrias tipicas de coloides (esferulitos, bastonetes, plaquestas, fibrilas, etc.), ainda
€ possivel separar esses elementos filtrando ou purgando as suspensdes, coletando
as precipitagdes, realizando centrifugagbes ou por reirradiagdo do laser nas NPs

previamente produzidas?.

2.4 SINTESE DAS NANOPARTICULAS NESTE TRABALHO

As amostras estudadas neste trabalho sdo nanoparticulas de nitretos de ferro
produzidas por um laser Nd: YAG (Quantel, modelo Brilliant B). Foram sintetizados

dois conjuntos de amostras, o primeiro mantendo a fluéncia do laser constante em 1.0
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J/icm? e variando o comprimento de onda do laser (1064 nm, 532 nm, 355 nm e 266
nm). O segundo conjunto de amostras foi produzido mantendo constante o
comprimento de onda fundamental do laser no infravermelho e variando a fluéncia do
laser (0.7 J/cm?, 1.0 J/ cm?, 1.3 J/ cm? e 1.6 J/ cm?). A sintese dessas NPs deu-se
através da ablagao a laser em meio liquido (acrénimo LASIS) de um alvo de Fe com
pureza de 99.9% submerso em nitrogénio (N), com o intuito de produzir NPs de Fe-N.
Esse alvo de ferro em formato de disco de raio de 1 cm e espessura de 5 mm foi
cuidadosamente limpo em solugdo de 4&acido nitrico e agua, enxaguado
cuidadosamente em agua bidestilada e colocado em banho de ultrassom por duas
sessdes sucessivas de 10 min em alcool isopropilico. Apds 10 min em isopropilico no
ultrassom, descartava-se o residuo e colocava-se novamente o alvo em alcool no
ultrassom por mais 10 min. Durante a sintese, o alvo metalico mantido imerso em
nitrogénio liquido (Figura 9) recebeu pulsos de radiagéo do laser com duragao de 5 ns

com taxas de repeticdo de 10 Hz.

Espelho movel Laser Nd:YAG

Nitrogénio Alvo
Liquido Placa de

petri

v
)

metalico
Lente I i

Recipiente ’.

de isopor

Figura 9 - llustragdo esquematica da configuracdo experimental usada para produzir NPs usando o
método de ablagao por laser em solugao liquida.

O feixe do laser foi focalizado por uma lente de 1 m de distancia focal sobre a
superficie do alvo em um ponto focal de area de 1 mm2. Nesse estudo adotamos
sessodes de irradiacbes com duracdo de 2h e 30 min para todas as amostras, com

excegao daquelas sintetizadas no comprimento de onda (A) de 1064 nm em fluéncias
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de 1.0 J/ cm? e 1.3 J/ cm?, as quais foram produzidas por 5 h de irradiagdo do laser.
Ao longo deste periodo, a superficie do material massivo manteve-se imersa por uma
ldamina de 3-7 mm de nitrogénio liquido. Destes procedimentos de produgdo de
amostras resultaram 8 amostras, tal como mostra a Tabela 1. Vale ressaltar que este
conjunto de amostras apresenta uma intersecgdo, as amostras S1 e IR2 séao
equivalentes. Esta amostra recebeu dois nomes distintos, conforme a série estudada,
permitindo a comparacéo direta entre analises das amostras submetidas a parametros
de sintese distintos. Ao longo deste trabalho, essa nomenclatura individual das
amostras sera utilizada e também utilizaremos a convencéo de série de amostras IR
e S para referirmo-nos a caracterizagdes e propriedades do conjunto de amostras IR1
alR4 e S1a 4.

Tabela 1 - Resumo das condi¢des de preparagado das amostras sintetizadas estudadas neste trabalho.

Amostra A (nm) Fluéncia (J/cm?)
S1 1064 1,0
S2 532 1,0
S3 355 1,0
S4 266 1,0
IR1 1064 0,7
IR2 1064 1,0
IR3 1064 1,3
IR4 1064 1,6

Um sistema automatizado de movimento do espelho do laser foi adaptado
usando um software para controlar remotamente dois motores de passo. O movimento
de varredura linear em vai-e-vem do espelho do laser permite que o feixe do laser
gere a ablagdo em movimento sobre pontos diferentes da superficie do alvo,
melhorando a eficiéncia da produg¢ao ao evitar a formagao de crateras na superficie
do alvo ou mesmo a sua perfuragdo. Esse procedimento demarcou uma regidao mais
clara na superficie do alvo de Fe utilizado, que permaneceu visivel no alvo durante e
apos a irradiacao por laser. Dessa forma, sempre antes de um novo crescimento essa
camada era removida pelo método de limpeza do alvo ja descrito. Esse procedimento

visa eliminar a nitretacdo superficial do alvo verificada por difracdo de raios X.
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Ademais, a area e a profundidade da regido ablada permitiu estimar a eficiéncia de
ablagao sob as condi¢gbes usadas na preparagdo das amostras. Em nosso caso, o
valor médio representativo da eficiéncia energética média de ablagao é de 20 ng/Joule

usando o laser de IR em fluéncia de 1 J/cm?Z.

A ilustracdo da configuracdo experimental utilizada para produzir NPs é
mostrada na Figura 9. Nele um recipiente de isopor foi utilizado para melhorar o

isolamento térmico do nitrogénio liquido e facilitar o manuseio.

ApoOs o processo de irradiacdo a laser e, posteriormente, evaporagcao de
nitrogénio liquido em atmosfera seca, o alvo de Fe e o recipiente de vidro (placa de
Petri) foram imediatamente enxaguados com alcool isopropilico para coletar e
armazenar as nanoparticulas em suspensao. A partir disso, as particulas sdélidas em
suspensdo foram utilizadas em diferentes processos de caracterizacéo, descritos nas

secgOes seguintes.
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3 FUNDAMENTOS DAS TECNICAS DE CARACTERIZAGAO

Nesta se¢ao sao apresentadas as técnicas de caracterizagao que foram utilizadas
para as analises morfologica e estrutural das amostras. Cada se¢ao desse capitulo
contém uma descrigao breve da técnica, seguindo de uma revisao bibliografica sobre
analises prévias do material em estudo utilizando cada técnica e, por fim, informacdes

sobre o preparo das amostras adotado neste trabalho para as caracterizagdes.

3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A caracterizagao morfoldégica das NPs sempre recebeu grande interesse, pois
a morfologia normalmente influencia a maioria das propriedades desses materiais. A
analise de amostras por MET é uma importante ferramenta para a caracterizagao de
materiais nanoestruturados, pois além de descrever qualitativamente as
caracteristicas morfolégicas de nanomateriais, permite medir o tamanho das
particulas e, assim, viabiliza obter um histograma de tamanho de particulas. As
imagens em MET sao formadas a partir da interacdo entre o feixe de elétrons,
emergente de um canh&o de elétrons com uma amostra. Para que os elétrons sejam
transmitidos pelo material, a amostra deve ser suficientemente fina, tipicamente na

ordem de 50 nm ou menos®°.

No microscopio eletrénico de transmissao uma diferenca de potencial acelera
e fornece uma energia aos elétrons propiciando a transmissao através do material. O
feixe de elétrons é condensado por lentes eletrostaticas em um feixe quase paralelo
antes de colidir com a amostra. O uso de lentes magnéticas em MET permite alterar
a distancia focal através da variagdo de corrente gerada por bobinas®. Nessa
configuracao, o microscopio fornece informagdes da fase cristalografica dos materiais,

como veremos na proxima segao.

3.1.1 As técnicas de MET em campo claro, campo escuro e SAED

Em MET, a amostra é iluminada por um amplo feixe paralelo de elétrons que
parte do canhdo de elétrons e a imagem é projetada em uma tela. A ampliagdo nao

tem nada a ver com o tamanho da area iluminada, é determinada pelas lentes de
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imagem. A Figura 10 representa um diagrama de um equipamento de MET
convencional. O feixe de elétrons é coletado e focado pela lente objetiva apds passar
através da amostra suportada por uma grade de cobre com revestimento de carbono,
especifica para analises de MET. As lentes intermediarias tém a funcdo de ampliar a
primeira imagem intermediaria, que é formada pela lente objetiva. Por fim, uma
imagem real ampliada da amostra € projetada através das lentes de projecao para o
dispositivo de visualizagdo, que em nosso caso € uma camera CCD (charge-coupled
device). A imagem final é formada devido ao efeito de contraste de densidade
eletrbnica ocasionado por diferentes regides da amostra e também pela difragdo dos
elétrons®®. Neste caso, todos os raios transmitidos e difratados que saem da amostra
séo combinados para formar a imagem na tela de visualizagdo (da mesma forma que
em um microscopio oOptico elementar € gerada uma imagem na retina do

microscopista).

Fonte de elétrons

— Primeira lente condensadora

Segunda lente condensadora

Abertura da condensadora

Amostra
Lente objetiva

Abertura da objetiva
Abertura da area selecionada

Primeira lente intermediaria

Segunda lente intermediaria

Lente de projecdo

Tela principal

Figura 10 - Diagrama esquematico do caminho percorrido pelo feixe de elétrons no interior da coluna
de um MET basico.
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A abertura objetiva de um microscépio eletrénico de transmissao possui um
pequeno orificio em uma placa, que é usado para selecionar cada modo ao formar
uma imagem. Ao posiciona-la em um local especifico no plano focal, uma imagem é
feita apenas com os elétrons que foram difratados em um angulo especifico. Isso
define dois modos de imageamento usando MET para caracterizar as

nanoparticulas®®:

s

* Quando a abertura € posicionada para passar somente os elétrons
transmitidos (ndo difratados), uma imagem de campo claro é formada (ilustrado na
Figura 11(a)).

* Quando a abertura € posicionada para passar apenas alguns elétrons

difratados, uma imagem de campo escuro é formada (ilustrado na Figura 11 (b))%.
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Figura 11 - (a) Modo campo claro e (b) modo campo escuro do MET. Imagem adaptada da referéncia®®.

O campo claro é considerado o modo tradicional ou convencional de

construgéo de imagem de MET, cujos elétrons sao transmitidos através da amostra
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sem deflexdo para formar a imagem, conforme ja descrevemos. As regides escuras
da imagem em campo claro correspondem as regides de maior espalhamento de
elétrons. Assim as nanoparticulas com alta densidade e cristalinidade aparecerao
escuras nesta modalidade. Enquanto as imagens em campo escuro sao formadas
quando a abertura esta posicionada para passar apenas alguns elétrons difratados,
evidenciando a orientacao cristalografica e a cristalinidade das NPs em um contraste

brilhante®6:57,

O contraste de difracdo é observado gragas a abertura na objetiva para a
passagem do feixe. Ao fazer isso, os recursos da imagem se tornam muito mais
visiveis, pois sem a abertura objetiva, a imagem fica menos nitida e sem

caracteristica®t.

Na pratica, os padrbes de difragao sao obtidos por difracdo de elétrons a partir
de uma regiao selecionada (SAED). Esta técnica tem uma vantagem importante sobre
a caracterizagao por difragcao de raios-X (XRD), ja que os elétrons podem ser focados
facilmente na amostra. Ao focalizar o feixe de elétrons, os padroes de difracado podem
ser medidos a partir de regides microscopicas, e muitas vezes € possivel selecionar
um Unico microcristal para uma medida de difragdo®. Quando nanomateriais
cristalinos séo analisados por SAED, o feixe de elétrons cujo comprimento de onda é
da ordem de 0,0037 A, produz um padréo de manchas ou pontos claros ou ainda anéis
na tela do microscopio que fornece informacgdes sobre a rede cristalina do material

(forma, orientagdo e espagamento dos planos da rede)®8.

Em SAED a amostra é analisada primeiramente no modo de imagem
convencional ja descrito até que se verifique a presenca de material ou regido de
interesse. Insere-se entdo uma “abertura intermediaria” posicionada no plano da
imagem da lente objetiva, a qual atua como um meio de confinamento da area

difratada®®.

Como em XRD, a difragédo de elétrons também se fundamenta na lei de Bragg,
2dsenf =1 (3-1)

onde 6 ~ 1° em difragdes usuais (100 keV, 1 = 0,0037 A), d é a distancia entre os

planos/atomos do cristal e 1 € o comprimento de onda dos elétrons. Para pequenos
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~ . . ~ 1
angulos podemos fazer as seguintes aproximagdoes senf ~tanf ~>tan 20 e

relaciona-las com a geometria caracteristica da optica do microscopio (Figura 12),

expressa pela Equagao (3-2)%.

r
tan 20 = I (3-2)
da—" cristal
26
L

pontos de
-1 — difragdo

Figura 12 - Geometria da difracao de elétrons por planos cristalinos de uma amostra e definicdo do
comprimento da camera, L. O comprimento de onda do elétron é A, e a constante da camera é AL.
Imagem adaptada da referéncia®6.

Substituindo sen 8 ~ 1/2 tan 26 na Eq. (3-1) e, por fim na Eq. (3-2) teremos a

seguinte express&o®t,

rd = AL, (3-3)

permitindo-nos determinar o espagcamento interplanar d. Com isso podemos identificar
a fase cristalografica do material sob analise, por meio da comparagdo entre o
espagamento interplanar experimentalmente encontrado e um banco de dados

disponivel na literatura ou disponibilizado pela Universidade.
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3.1.2 Revisao da literatura

A Figura 5 (b) e a Figura 5 (d)-(f) apresentam em seu conjunto de imagens
algumas morfologias de nanoparticulas de nitretos de ferro observadas através do
sistema de imagem por MET na configuragéo de campo claro. A Figura 5 (a) e a Figura
5 (c) mostram imagens obtidas por técnicas alternativas de caracterizagdo morfologica
de NPs, FESEM (Field emission scanning electron microscopy) e SEM (Scanning
electron microscope), respectivamente. Estas ndo sdo as unicas morfologias ja

relatadas na literatura para as nanoparticulas de Fe-N.

Balogun M. e colaboradores® produziram NPs alongadas de {-Fe2N com
centenas de nanémetros de comprimento (Figura 13 (a)), Jiao W. e colaboradores
produziram NPs na estrutura yolk-shell de Fe/FesN3? com formato indicado por eles
de quase-cubico, Kurian S. e colaboradores produziram NPs esféricas FesN dentro de
strips de GaN formando nanoestruturas core-shell de aproximadamente 30 nm® e
Imants Dirba apresentou em sua tese de doutorado NPs de Fe1sN2 no formato de

esponja com tamanho entre 5 nm e 47 nm®".

Figura 13 - Imagens de MET em campo claro para NPs de (a) {-Fe2N%° (b) e-FeaN®? (c) y-FesN'* (d) a’-
Fe1sN2'4. Nas insergdes das figuras estdo apresentadas as imagens de SAED das correspondentes
imagens de MET. Imagens adaptadas das referéncias 45962
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O trabalho de Minagawa M. e colaboradores indica a formacao de NPs de ¢"-
FexN (2 < x £ 3) com tamanhos préximos a 150 nm e formato irregular®3, enquanto
Sun X. e colaboradores apresentam NPs de ¢"-FesN no formato de grandes placas
hexagonais (large hexagonal sheets), cujo lado do hexagono excede 1000 nm e exibe
uma espessura de cerca de 50 nm (Figura 13 (b))®2. Namiki Y. e colaboradores
mostram o formato core-shell de NPs de Fe1sN2/6xido metalico, cuja imagem MET
revelou que esse nanocomposito tem um didmetro médio de 26 nm e espessura da
casca de aproximadamente 3,5 nm®4. Por fim, nosso grupo de pesquisa indicou tanto
a formacao de NPs na fase y’-Fe4N no formato esférico e tamanhos variando entre 3
nm até 50 nm, conforme a Figura 13 (c), quanto a formacao de NPs lamelares na fase
a’-Fe1sN2 com centenas de nandmetros de comprimento, como mostrado na Figura
13 (d)".

Por meio do padrao de difracdo obtido por SAED, como por exemplo os
indicados nas inser¢des da Figura 13, é possivel medir os raios dos anéis cristalinos,
halos difusos tipicos de regides amorfas, ou a distancia entre os pares de pontos de
difragdo associados a planos cristalinos. Usando a equacgéao (3-3), pode-se obter as
distancias interplanares caracteristicas do material em analise. Os parametros
estruturais de cada fase de nitreto de ferro ja descritos pela literatura, conforme mostra
a Tabela 2, tornam-se indispensaveis para a comparacgao e identificacao da estrutura

em estudo de Fe-N.

A Tabela 2 reune os parametros de rede das diversas fases de nitretos de ferro.
Esses valores correspondem aos parametros de rede relatados por diversos grupos
de pesquisa e encontrado em bases de dados. Cabe ainda destacar que regides
intergranulares no interior de NPs podem acumular uma fragao significativa de atomos
em estado de desordem que podem gerar padrbes de difragdo SAED similares aos
observados em materiais amorfos em conjunto com padrdes regulares de pontos e

anéis de difracao.



Tabela 2 — Parametros estruturais das fases de Fe-N (segundo JCPDS fichas PDF 50-0958, PDF 49-

1663 e referéncias#13.17.33,

Fase

Estrutura

Parametros de rede

a (A) b (A) c(A)
FeN (F-43m) 43070
Z-FeN (Pben) 44364 55400 4,8420
bulk
e-FesN hcp (P6322) 4,6982 4,3789
bulk
e-FesN hcp (P6322) 46910 4,3670
NPs*
y' -FeaN fec (CaTi03) 3,7980
bulk
y' -FeaN fec (CaTio3) 3,7870
NPs*
o'-FesN bet (14/mmm) 2,8636 3,1500
bulk8?
a”-FersN2 (14/mmm) 5,7200 6,2900
bulk
a”-FersN2 (14/mmm) 5,71419 6,28847
pé13

3.1.3 Preparacao das amostras neste trabalho

Neste trabalho, a caracterizacdo de nanoparticulas por MET foi realizada
utilizando um microscopio eletrénico JEOL 1200EXIl operando a uma diferenca de
potencial de 120 kV. Para este fim, apdés 10 min em banho de ultrassom, as NPs em
suspensao foram coletadas com o auxilio de uma seringa e 5 gotas foram deixadas
secar sobre uma grade comercial de cobre revestida com carbono. As NPs tendem a
agrupar-se e fixar-se na tela de carbono a medida que as gotas de alcool isopropilico

evaporam.
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A preparagédo de amostras para as analises de MET utilizou suspensdes com
concentracbes de NPs comparaveis dentro de cada série de amostras (fluéncia ou
comprimentos de onda de laser diferentes). As micrografias e padrdes de SAED das
NPs mostradas nesse trabalho s&o representativas de regides diferentes (no minimo

cinco) de cada amostra.

3.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman é uma técnica espectroscopica baseada na dispersao
inelastica da luz monocromatica, geralmente produzida a partir de uma fonte de laser
com frequéncia dentro da faixa visivel, infravermelha, verde ou ultravioleta. Isto
significa que a frequéncia de uma parcela pequena de fétons da luz monocromatica
muda com a interagdo de uma amostra. Quando os fétons da luz do laser interagem
com as vibragdes moleculares, fénons ou outras excitagdes no sistema da amostra,
ocorre uma mudancga na energia dos foétons, resultando em uma frequéncia diferente,
a qual fornece informagdes sobre os modos vibracionais no sistema. Uma ligagéo
quimica especifica apresenta modos vibracionais, rotacionais e outras transigdes da
baixa frequéncia em moléculas ativas particulares, que permitem a identificagcao
quimica e estrutural dos materiais em estudo. A espectroscopia Raman é um método
nao destrutivo de caracterizacdo e pode ser usado para estudar amostras sélidas,

liquidas e gasosas, inclusive de tamanhos nanométricos®®.

3.2.1 A técnica de RAMAN

Na interpretacao classica, a luz é vista como uma onda eletromagnética, que
contém um campo elétrico oscilante, que interage com uma molécula através de sua
polarizabilidade elétrica. A polarizacédo € determinada pela capacidade da nuvem de
elétrons de interagir com um campo elétrico. A maioria dos fétons é dispersa
elasticamente por um processo conhecido como dispersao de Rayleigh, que irradia
luz na frequéncia v, conforme mostrado na Figura 14 (a). O efeito Raman ocorre
quando a luz do laser ou féton incidente interage com uma molécula e com o campo

eletromagnético da molécula®®%”, levando-a a vibragdo e a um estado de energia
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virtual*. Quando as moléculas sdo excitadas de um estado de maior energia
comparado ao estado inicial, o féton espalhado tera sua energia deslocada para um
estado de menor energia (frequéncia mais baixa), v — v;, este fendbmeno é conhecido
como espalhamento Raman Stokes, como mostra a Figura 14 (b). Por outro lado, se
o estado final apresentar menor energia que o estado inicial, o féton espalhado sera
deslocado para uma frequéncia mais alta, v + v;, este fenbmeno €& conhecido como
espalhamento Raman anti-Stokes. As mudancas de frequéncia ocorrem para que a
energia total do sistema permanecga constante apos a molécula se mover para um
novo estado rotacional-vibracional-eletrénico. A Figura 14 (b) ilustra os mecanismos
de espalhamento de Raman que ocorre na transi¢cao entre o estado fundamental e o

primeiro estado excitado®8.

(a) (b)

>' Amostra —— ——
(laser)

V= 1y
Vo 1y

v =v; (Espalhamento Raman)

\/ v=1 '
v=_0 Y

Stokes anti-Stokes

v (Espalhamento Rayleigh)

Figura 14 — Mecanismos (a) do espalhamento Raman em comparagédo com o espalhamento Rayleigh
e (b) do processo de espalhamento Raman Stokes e anti-Stokes. Imagem adaptada da referéncia®.

Em materiais nanoestruturados, a espectroscopia Raman € usada para sondar
a composicao das estruturas, a orientagdo cristalografica da amostra e a mudancga na
frequéncia vibracional das moléculas das nanoestruturas. Isso permite caracterizar os
arranjos de nanoparticulas com base na analise das posi¢gdes dos picos de Raman,

seu alargamento e assimetria®®.

* A energia virtual ndo precisa satisfazer o principio de conservagéo de energia, pois o estado virtual
(intermediario ou imaginario) ndo corresponde a nenhum dos estados estacionarios da molécula, na
verdade o termo "estado virtual" foi introduzido para explicar o fenébmeno Raman®6.67,
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3.2.2 Revisao da literatura

De acordo com o Principio da Incerteza de Heisenberg, a lei de conservagao
do momento nas nanoparticulas pode ser violada devido a localizagdo da interagao
féton-fonon no volume de uma particula. Enquanto nos cristais macroscopicos apenas
os fénons com vetor de onda g = 0 contribuem para o espectro Raman, nas
nanoparticulas g é quantizado devido ao efeito da quantizagdo do tamanho. O vetor
de onda de fénon minimo é q, ~ 2m /L, com L sendo o tamanho tipico de um
nanocristalito. Isso pode produzir um deslocamento de pico Raman mensuravel de

uma amostra de tamanho nanométrico em relagdo a uma amostra macroscopica®®.

No caso dos nitretos de ferro, encontramos na literatura o trabalho de George
V. Chertihin e colaboradores (1996)’° que relata diversos modos vibracionais de
moléculas de Fe-N produzidas por ablagcdo em ambiente rico de nitrogénio. Este
trabalho focaliza nos modos vibracionais de bandas encontradas em infravermelho,
técnica complementar a espectroscopia Raman. Neste trabalho € estudado o caso do
sistema Fe + N2, cujos atomos de Fe ablados por laser reagem com atomos e
moléculas de nitrogénio, e favorecem a formacdo de moléculas de FeN, NFeN e
complexos de Fe(N2)x. A Tabela 3 fornece as energias relativas, as distéancias entre
as ligagdes Fe-N e as frequéncias calculadas por eles para as estruturas de FeN, FeN2
e Fe2N em diferentes estados de rotacdo usando a teoria do funcional da densidade
(DFT).
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Tabela 3 — Energias relativas, distancias entre as ligagdes e frequéncias calculadas para as estruturas
de FeN, FeN2 e Fe2N usando a teoria do funcional da densidade. Tabela adaptada da referéncia®.

Molécula S mult Energia (Kcal/mol) Distancia (A) Frequéncias (cm™)
FeN 2 +3 1,571 986

4 0 1,569 1004

6 +11 1,632 863
FeNN 3 0 1,727, 1,152 2023, 530, 296, 286
Fe(N2) 3 +4 1,863, 1,201 1788, 780, 570
NFeN 3 +76 1,580 1019, 997, 397

5 +79 1,605 983, 807, 396
NFeN linear 3 105 1,594 961, 609, 386, 271

5 111 1,648 849, 499, 453, 198
NNFeNN 3 0 1,798, 1,145 2180, 2062, 533, 450

5 30 1,834, 1,155 2073, 1977, 531, 418
NNFeN 4 0 1,138, 1,834, 1,576 2138, 1030, 469, 322
Fe2N 4 8 1,69, 2,14 866, 610, 240

6 2 1,70, 2,49 722, 636, 196

8 0 1,737, 2,478 779, 626, 248
NN 1 1,111 2318

A Figura 15 resume algumas das ligacbes entre espécies moleculares

encontradas nas diferentes estruturas de Fe-N no estado fundamental e otimizadas

para calculos DFT, segundo o trabalho de Chertihin e colaboradores’®.

E pequeno o nimero de estudos sobre modos vibracionais Raman ativos em

nanoparticulas de nitretos de ferro. A seguir, abordamos algumas das analises

espectroscopicas Raman encontradas na literatura para os nitretos de ferro.
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Figura 15 - Resultados da Teoria do funcional da densidade de estruturas otimizadas para espécies
moleculares de ferro- nitrogénio conforme Tabela 3. As distancias sdo dadas em angstrons e os angulos
em grau nas espécies identificadas como: FeN, FeNN, NNFeNN lineares, FeNFe ciclica e NFeN.
Imagem retirada da referéncia’®.

O espectro Raman do nitreto de ferro na fase pura de FezN mostra como picos
caracteristicos das NPs deste material os picos abaixo de 1000 cm-', conforme mostra
o espectro mais abaixo na Figura 16 (a)'>. Os dois picos largos caracteristicos em
cerca de 1310 e 1595 cm™' estdo, respectivamente, relacionados a banda D
desordenada e a banda G grafitica de materiais de carbono e confirmam a existéncia
de uma camada de grafeno nas NPs de Fe2N. Resultado semelhante foi reportado por
Yi Zhang e colaboradores, porém aqui os picos das NPs de FezN apresentam menor

intensidade como mostra a Figura 16 (c)"".
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Figura 16 - Espectros Raman de (a) NPs de Fe:zN, (b) NPs dos sistemas Fe-N, Ni-N e Co-N, (c) NPs
de Fez2N, (d) filmes finos de Fe-N e (e) e-FesN em termos do aumento da temperatura em atmosfera

ambiente. Imagem adaptada das referéncias'#1571-73,

As NPs dos nitretos dos sistemas Fe-N, Ni-N e Co-N foram analisadas por

espectroscopia Raman no trabalho de Gubert e colaboradores'* (Figura 16 (b)). Os

autores destacaram neste trabalho a similaridade da posi¢cdo dos picos para esses

nitretos metalicos, justificando que os modos de vibragcado dos nitretos de metais de
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transicao ferromagnéticos envolvem a ligagao entre elementos metalicos, com pesos
moleculares elevados similares em relagdo aos atomos de nitrogénio, que € um
elemento extremamente leve em termos do seu peso molecular. De acordo com
calculos de DFT, os autores destacam a existéncia de frequéncias ativas em 574 cm-
T (F1), 1073 cm™ (F2), 1091 cm™ (F3) e 1435 cm™ (F4). Apesar da variedade de
estruturas cristalinas no conjunto de nanoparticulas de nitreto, foram observadas
frequéncias bastante proximas para as nanoparticulas de Co-N, NiN e Fe-N, como
pode ser observado no espectro de nanoparticulas de Fe-N Figura 16 (b). Nesse caso,
considerando a interagao local elétron-fonon e componentes polarizaveis semelhantes
para esses nitretos de metais de transicdo (Fe, Ni, Co), pode-se esperar que o
componente mais leve (ou mais polarizavel) mostre uma dispersao mais forte que o
elemento mais pesado (ou menos polarizavel). Dessa forma, concluiu-se que o
comportamento dos modos de vibracdo molecular para os nitretos de metais de
transicdo pode apresentar uma consideravel semelhanca'. Como as NPs deste
trabalho estavam em suspensao em alcool isopropilico, foi utilizado como referéncia
as contribuicées de dispersdao Raman atribuidas aos modos C-O de alongamento e
flexdo e os modos C-H e O-H de alcool isopropilico, os quais sao respectivamente
delimitados por retangulos tracejados nas regides 800-880 cm-', 1100-1200 cm™,
1400-1480 cm™ na Figura 16 (b).

O pico caracteristico de Fe-N em 824 cm foi identificado por Chakravarty e
colaboradores na andlise deste sistema para filmes finos, mostrado na Figura 16 (d)"2.
A Figura 16 (e) exibe através dos espectros Raman a dependéncia em temperatura
dos modos de vibracdo do material macroscopico na da fase e-FesN. Com essa
analise foi observado que a amostra passou a oxidar em contato com o ar a uma

temperatura de ~ 500° C"3.

3.2.3 Preparacao das amostras neste trabalho

Neste trabalho, as amostras submetidas a espectroscopia Raman foram
preparadas individualmente sob a precipitacdo de 10 gotas em uma placa de ouro,
cuidadosamente limpa em banho de ultrassom, e subsequente evaporacao de cada
suspensao de NPs. O espectro Raman da placa de ouro limpa ndo da contribui¢cdes

espectrais detectaveis. Antes da precipitagdo das gotas, cada amostra ficou por 15



60

min em banho de ultrassom para que as gotas deixadas na placa de ouro
representassem toda a amostra, caso particulas grandes da amostra estivessem
precipitadas no liquido. Assim, os resultados de espalhamento Raman deste estudo
descrevem o comportamento de cada amostra de forma integral. Nas analises, uma
amostragem sistematica foi realizada em diferentes regides da superficie da placa de
ouro, que serviu de suporte para a formacdo dos agregados de NPs durante a
evaporacgao do solvente das gostas de cada suspens&o. Agregados de NPs da regido
central e da borda da amostra foram usados para obter o espectro Raman mais

representativo para cada amostra.

O microscopio Raman Confocal Witec alpha 300R, instalado no Centro de
Microscopia da UFPR, foi utilizado para realizar analises das amostras de Fe-N em
uma poténcia do laser de 1 mW e sob uma fonte de excitagdo de 532 nm. A poténcia
de TmW foi escolhida pois as amostras apresentaram degradacéo quando submetidas
a poténcias de 2 mW e 5 mW. Portanto, todos os resultados apresentados na secao

de Resultados e Discussoes serao referentes a poténcia de 1 mW.

3.3 ESPECTROSCOPIA UV-VIS

As NPs possuem propriedades Opticas sensiveis ao tamanho, forma,
concentracio, estado de aglomeracgao e indice de refragdo proximo a superficie da
particula, o que faz da espectroscopia UV-Vis uma ferramenta importante para
identificar, investigar esses materiais e avaliar a estabilidade das solugdes coloidais

das NPs™75,

Na espectroscopia UV-Vis, a medicdo da ressonancia de Plasmon, em
resposta as ondas eletromagnéticas, séo utilizadas para confirmar a sintese das NPs.
Como as NPs metalicas exibem faixas de absorbancia especificas e espectros
caracteristicos, as NPs de cada metal tém uma faixa especifica de picos de
absorbancia. E possivel, entdo, através do espectro UV-Vis obter informacées sobre
a estrutura, tamanho, concentragdo, estado de aglomeragdo e indicios sobre o

formato e possivel precipitacdo das NPs no liquido’.
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3.3.1 A técnica de UV-VIS

Se passarmos um feixe de luz monocromatica de um laser de intensidade
conhecida (I,) através de uma certa espessura da amostra e medirmos a intensidade
da luz que emergiu, podemos calcular a transmitancia (T) desta amostra da seguinte
forma: T =1/1, , isto &, a razdo de luz que atravessa a amostra. Em oéptica é usual
utilizar a lei de Lambert-Beer A = elC, onde A = —logT é a absorbancia, e € uma
constante, [ é distancia que a luz atravessa no meio material e C € a concentracéo de
substancia absorvente no meio material. Portanto, a partir da medida de absorbancia
¢é possivel determinar a densidade das nanoparticulas suspensas em um solvente’®.
Esta técnica, no entanto, é susceptivel a efeitos de recobrimento de nanoparticulas
menores por particulas maiores em distribuicdes de tamanho polidispersas, bem

como, a efeitos de interagado, agregacéao e solvatagéo das nanoparticulas.

3.3.2 Revisao da literatura

A analise do tamanho das NPs € de grande importancia quando relacionada a
dependéncia dos parametros de crescimento por irradiagao a laser. A dependéncia do
comprimento de onda do laser na produgao das NPs com o tamanho e a eficiéncia da
formacdo das particulas foi relatada pela primeira vez por Jeon e Yeh*3. Eles
realizaram a ablagao a laser do alvo de prata em agua e isopropanol usando radiagao
de 532 e 1064 nm de um laser de ns Nd: YAG. Através do espectro de absorgéo UV-
Vis, mostrado na Figura 17 (a), os autores concluiram que o tamanho das particulas
de prata preparadas no comprimento de onda de 532 nm nesses solventes era maior
qgue o tamanho das particulas preparadas com luz de 1064 nm na fluéncia do laser de
397 mJ/cm?. A eficiéncia de formag&do de NPs nessas condigdes usando o laser em

532 nm foi maior do que a luz de 1064 nm*3.
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Figura 17 - Espectros de absor¢cdo UV-Vis de (a) NPs de prata em isopropanol preparados utilizando
feixe de laser de 1064 nm e 532 nm com 397 mJ/cm? por 10 min e de (b) NPs coloidais de Cu
preparados usando comprimentos de onda de 355 nm, 532 nm e 1064 nm com fluéncia de 12 J/icm? e
duragdo da ablagao de 10 min. Imagem adaptada da referéncia“s.

Curiosamente, trabalhos mais recentes reportam que o tamanho e a eficiéncia
de produgéao das particulas de Ag aumentaram com o comprimento de onda do laser,
uma relagao diferente daquela relatada por Jeon e Yeh. Além disso, os autores
destacam que o tamanho das particulas € alterado pela fluéncia do laser, e a alteragao
do tamanho pela fluéncia do laser também depende do comprimento de onda do laser.
Assim, a espectroscopia UV-Vis das NPs de prata foi utilizada para concluir que a
medida que a fluéncia do laser aumenta, o tamanho das NPs preparados em 1064 nm

ligeiramente aumenta, ao passo que o NPs preparadas em 355 nm diminui*3.

A influéncia da absorcdo em sistemas coloidais aumenta a eficiéncia da
formagao de NPs de acordo com experimentos de producédo de NPs de cobre (Cu).
Conforme mostra a Figura 17 (b), o relato da redugao do tamanho das NPs produzidas
pela luz do laser de 355 nm, com alto valor de fluéncia, pode ser atribuida a
fragmentagao causada pela absorgao coloidal de Cu#3. Assim, o aumento da fluéncia

também pode provocar um aumento na fragmentagao das NPs.
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Figura 18 - Espectros de absorcéo UV/Vis de nanoparticulas de Fe dispersas na agua (linha sélida em
preto) e depois da exposicdo da amostra ao ar (linha tracejada em vermelho). Imagem retirada da
referéncia’’.

O espectro caracteristico de absor¢ao das NPs de Fe da Figura 18 foi medido
por Kladanova e colaboradores’’. Eles observam os espectros de absor¢cdo UV-VIS
das nanoparticulas de Fe dispersas em agua antes e depois da exposi¢do ao ar
atmosférico. Os espectros 6pticos, medidos imediatamente apds a permanéncia da
amostra em atmosfera inerte, mostram um padrao muito semelhante ao encontrado
para as nanoparticulas puras de Fe dispersas na agua (Figura 18). Ha um pico intenso
em 352 nm e um segundo pico em 262 nm. O pico em 352 nm ¢ atribuido as oscilagdes
coletivas dos plasmons de superficie. Ao manter a amostra ao ar, novas bandas de
absorcdo apareceram devido a oxidacdo com varios maximos indicando varias

nanoparticulas de éxido de ferro”’.

3.3.3 Preparacao das amostras neste trabalho

Os espectros de absorcdo Optica das amostras foram medidos em um
espectrometro UV-Vis-NIR Evolution 201 (Thermo Fisher Scientific), localizado no
Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar). Cada amostra € posicionada no local

indicado pela Figura 19. Este equipamento utiliza lAmpada de xenénio, cuja geometria
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de feixe duplo é ideal para monitorar a cinética ou qualquer amostra que possa mudar
ao longo do tempo durante uma medigao. O espectrofotdmetro Evolution 201 possui
alta resolugéo e uma largura espectral de 1,0 nm. O feixe incidente produzido por uma
lampada de xendnio oferece excelente desempenho em toda a faixa de comprimento
de onda de 190 a 1100 nm. Ademais, a lampada de xenbnio permite a exposigao
minimizada das amostras aos efeitos da radiagcdo UV e menor aquecimento do
compartimento de amostras, proporcionando maior estabilidade de temperatura e
eliminando os problemas de degradacado de amostras comumente observados com

as fontes de lampadas tradicionais’®7°.

Posicao
da amostra

Figura 19 - Imagem interna do espectrometro UV-Vis utilizado neste trabalho mostrando o caminho
éptico percorrido pelo feixe do laser produzido pela lAmpada de xenénio. E indicada a posicéo que a
amostra permanece enquanto o feixe é transmitido através das particulas em suspensao em alcool
isopropilico. Imagem adaptada do manual do equipamento’®.

Nessas analises, € inicialmente realizada a medida da luz conhecida do laser
do espectrémetro I, utilizando uma cubeta de quartzo com capacidade de 1 mililitro
contendo apenas o solvente dentro do qual as particulas estdo suspensas.
Posteriormente, o solvente é substituido pelas suspensdes. Entdo, mede-se a
intensidade I da luz transmitida a partir da suspens&o de nanoparticulas presente na
cubeta de quartzo. Finalmente, os dados sédo registrados em fungédo da absorbancia

do material em suspenséao.

Nas ultimas se¢des vimos todos os sistemas e processos usados desde a
fabricacao até a caracterizagcao de nossas amostras. No préximo capitulo veremos os

resultados obtidos e discutiremos os mesmos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As analises por Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) foram usadas para
determinar o aspecto morfolégico, a composicdo quimica e a cristalinidade das
nanoestruturas de nitreto de ferro sintetizadas com parametros variaveis do laser, tal
como apresenta a Tabela 1. Para analisar o tamanho das particulas através das
imagens de microscopia, foram medidos os tamanhos das NPs com o auxilio do
software Imaged, e representados na forma de histogramas. Nos casos em que a
particula apresenta formato irregular, foi considerado o comprimento maior da mesma.
A seguir serdo discutidos os resultados obtidos por MET para a série de amostras,
cuja nomenclatura contém o prefixo IR, produzidas em um comprimento de onda no

IR de 1064 nm sob diferentes valores de fluéncia do laser.

As micrografias de MET das nanoparticulas da amostra IR1 sintetizadas usando
a fluéncia de 0,7 J/cm? sob a irradiagdo do laser no infravermelho (1064 nm) sdo
apresentadas na Figura 20 (a). O histograma representativo da imagem Figura 20 (a)
indica um tamanho médio das particulas de (28 nm = 3 nm). A caracterizagao pela
técnica de SAED (Difracéo de Elétrons por Area Selecionada) da amostra IR1, indica
a formacao de duas fases do sistema Fe-N. Conforme mostra a Figura 20 (b), o padréo
de SAED exibe pares de pontos cristalinos consistentes com os planos cristalinos
(110), (111) e (221) da estrutura ortorrdbmbica C-Fe2N juntamente com os planos

cristalinos (111) e (101) da estrutura hexagonal e-FesN.
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Figura 20 — (a) Micrografias de MET da amostra IR1, produzida com o comprimento de onda no
infravermelho e utilizando a fluéncia do laser de 0,7 J/cm2. A insergdo em (a) apresenta o histograma
de tamanhos de particulas representativo para a amostra IR1. (b) Imagem de SAED para a amostra
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IR1 referente a area selecionada mostrada em (a). Os pontos de difracdo estao identificados com os
indices de Miller dos planos cristalinos correspondentes as fases ¢-FesN (cor azul*) e ¢-Fez2N (cor
vermelha?®).

Duas fases de nitreto de ferro também foram identificadas para a amostra
produzida na fluéncia de 1,0 J/cm?, conforme mostra a Figura 21 (b). O padrdo de
SAED para a amostra IR2 indica uma composig¢ao quimica condizente com a formacéao
das fases ¢-FesN e a’-Fe1sN2. A amostra IR2 apresenta NPs com um tamanho médio

de (82 nm £ 10 nm). A distribuicédo larga de tamanhos pode ser vista na Figura 21 (a).
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Figura 21 — (a) Micrografias de MET da amostra IR2, produzida com o comprimento de onda no
infravermelho e utilizando a fluéncia do laser de 1,0 J/cm2. A insergdo em (a) apresenta o histograma
de tamanhos de particulas representativo da amostra IR2. (b) Imagem de SAED para a amostra IR2
referente a area selecionada mostrada em (a). Os pontos de difragcao estéo identificados com os indices
de Miller dos planos cristalinos correspondentes as fases ¢-FesN (cor azul*) e a”-Fe1sN2 (cor branca®).

Percebe-se um aumento consideravel no tamanho das NPs com o acréscimo
do valor da fluéncia do laser de 0,7 J/cm? para 1,0 J/cm? na sintese por irradiagéo a
laser das amostras IR1 e IR2, respectivamente. Esse aumento no tamanho das
nanoparticulas passa a ser ainda mais evidente para a amostra IR3, cuja fluéncia foi
de 1,3 J/lcm?. Conforme exibe a Figura 22 (a) temos o indicativo de regides com duas
distribuicdes de tamanho para a mesma amostra IR3, uma que apresenta um tamanho
médio de particulas de (29 nm + 4 nm) e outra regido da amostra, representada na
insergao IR3*, que tem um tamanho médio de particulas de (214 nm = 17 nm). Nessa
insercao da Figura 22 (a) sao encontradas particulas grandes e com formato cuboidal.
Elas sao representadas no histograma de tamanho de particulas como barras

hachuradas em vermelho. Claramente, podem ser visualizados padrées de pontos de
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difracdo bem definidos e simétricos, que indicam a alta cristalinidade das NPs da
amostra IR3. S&o identificados os indices de Miller dos principais planos cristalinos

(maior simetria) correspondentes a fase unica a”-Fe1sN2 (Figura 22 (b)).
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Figura 22 — (a) Micrografias de MET da amostra IR3, produzida com o comprimento de onda no
infravermelho e utilizando a fluéncia do laser de 1,3 J/cmZ2. A insergdo em (a) apresenta os histogramas
de tamanhos de particulas representativos da amostra IR3. (b) Imagem de SAED para a amostra IR3
referente a area selecionada mostrada em (a). Os anéis e padrées de pontos de difracdo estéo
identificados com os indices de Miller de planos cristalinos correspondentes a fase a”-Fe1sN2 (cor
branca®).

Para a amostra IR4 é possivel observar nanoparticulas com uma distribuigao
de tamanho mais larga do que aquela observada para a amostra IR3 (Figura 23 (a)).
A largura da distribuicdo de tamanho das NPs é evidentemente maior com o aumento
da fluéncia do laser. De acordo com a Equacéo (2-2), apenas a concentragdo de
elétrons no plasma muda com o aumento dos valores de fluéncia nas irradiagdes de
IR. A amostra IR4 produzida em uma fluéncia do laser de 1,6 J/cm? é constituida de
nanoparticulas com tamanho médio de 119 nm, como mostra o histograma de
tamanhos de particulas da Figura 23 (a). Percebe-se que nas duas maiores fluéncias
do laser foram produzidas as amostras de composi¢cdo quimica com uma unica fase,
mas distintas em suas composi¢cdes quimicas. Dessa forma, a cinética de difusdo de
nitrogénio parece n&o estar concluida, pois foram observadas nanoparticulas com
fases distintas, de acordo com as analises de SAED mostradas nas Figura 20 (b) e
Figura 21 (b). Ou ainda, a elevagao da fluéncia pode ter propiciado uma fragmentagao
de tamanho que favoreceu a formagao de uma fase com maior conteudo de nitrogénio.
A amostra IR4 tem um padréo de difragao apresentado na Figura 23 (b) compativel

com a fase (-Fe2N. Cabe ainda destacar que a grande maioria das particulas
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produzidas usando o comprimento de onda do laser de 1064 nm apresentam uma
aparéncia condizente com plaquetas planas nas Figura 20 -Figura 23. Aumentando a
fluéncia da irradiagdo por IR, a morfologia das nanoestruturas muda do formato de
plaquetas para cuboidais e, finalmente, passa a apresentar formas alongadas e
aciculares, como mostrado na Figura 20 a Figura 23.

(@a) @ v

Frequéncia (%)

iy

00 100 200 300 400

Tamanho (nm)
L

,/ﬁ\ - ‘l‘

o)

~

200 nme= g ‘'

Figura 23 - (a) Micrografias de MET da amostra IR4, produzida com o comprimento de onda no
infravermelho e utilizando a fluéncia do laser de 1,6 J/cmZ2. A insergdo em (a) apresenta o histograma
de tamanhos de nanoparticulas representativo para a amostra IR4. (b) Imagem de SAED para a
amostra IR4 referente a area selecionada mostrada em (a). Os anéis e padrdes de pontos de difragdo
estdo identificados com os indices de Miller de planos cristalinos atribuidos a fase {-Fe2N (cor
vermelha?).

As micrografias de MET das NPs de nitreto de ferro produzidas nos
comprimentos de onda do laser de 1064 nm, 532nm, 355 nm e 266 nm s&o mostradas
nas Figura 24 (a) - Figura 27 (a), nesta ordem. As amostras S1, S2, S3 e S4 tiveram
a fluéncia do laser fixada em 1,0 J/cm? durante o processo de sintese. Nesta série de
amostras, podemos visualizar diferentes distribuicbes de tamanho e formatos das
NPs. Morfologias esféricas sdo observadas nas amostras S2 e S4 como mostram as
Figura 25 (a) e Figura 27 (a), respectivamente. Particularmente, a amostra S2 exibe

uma distribuicdo estreita de tamanho.

O tamanho médio das particulas sdo de (82 nm + 7 nm), (4 nm £ 1 nm), (101 =
9 nm) e (9 nm £ 2 nm) para as amostras S1, S2, S3 e S4, respectivamente. Neste
caso, também ha uma dependéncia de tamanho das nanoparticulas com relagao ao

comprimento de onda do laser usado na producao de NPs.
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Figura 24 - (a) Micrografias de MET da amostra S1, produzida na fluéncia do laser de 1,0 J/cm? sob
comprimento de onda do laser de 1064 nm. A insercao em (a) apresenta o histograma de tamanhos de
particulas representativo para a amostra S1. (b) Imagem de SAED para a amostra S1 referente a area
selecionada mostrada em (a). Os padrées de pontos de difracdo estéo identificados com os indices de
Miller dos planos cristalinos atribuidos as fases a’-Fe1sN2 (cor branca~) e e-FesN (cor azul*).

A analise estrutural das NPs usando a técnica de SAED e os resultados obtidos
para a série de amostras, cuja nomenclatura possui prefixo S, sdo exibidos nos
padrbes de difragao das Figura 24 (b) - Figura 27 (b). A formacgao de nanoestruturas
monofasicas de nitreto de ferro é confirmada a partir das amostras produzidas nos
comprimentos de onda menores que 1064 nm, ao mesmo tempo que a fluéncia é
mantida em 1,0 J/cm?. Conforme observamos nas analises, a Unica evidéncia de duas
fases de Fe-N é encontrada para a amostra S1.
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Figura 25 - (a) Micrografia de MET da amostra S2, produzida na fluéncia do laser de 1,0 J/cm? sob
comprimento de onda do laser de 532 nm. A insercdo em (a) apresenta o histograma de tamanhos de
particulas representativo para a amostra S2. (b) Imagem de SAED para a amostra S2 referente a area
selecionada mostrada em (a). Os anéis e padrdes de pontos de difracdo estdo identificados com os
indices de Miller dos planos cristalinos atribuidos a fase a’-Fe1sN2 (cor branca®).
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Todas as analises estruturais feitas com base nas imagens de SAED, tanto
para as amostras IR quanto para a série de amostras S, foram feitas usando
basicamente as referéncias’3%° e os arquivos de dados de difragcdo PDF 50-0958 e
PDF 49-1663. Apesar de nao citarmos a evidéncia de 6xido de ferro na composigao
quimica das amostras, incluimos nas analises de SAED a busca por identificagcao de
fases de oxidos de ferro. Ou seja, nas analises foram também utilizadas as fichas de
difracdo para o Fe metalico e 6xidos de ferro mais comuns da literatura. No entanto,

nenhuma identificagdo consistente de Fe metalico ou 6xidos de ferro foi encontrada.

A indexacao dos anéis de difragdo para amostras da série S esta de acordo
com a expectativa de observar os planos de difracdo de maior intensidade previstos
para as fases identificadas. Além disso, um halo difuso é observado e identificado
como o plano (220) da fase a”’-Fe1sN2 na Figura 25 (b). Isto indica a presenga de uma
fracdo amorfa de NPs, ou simplesmente indica que o tamanho médio de 4 nm das
nanoestruturas na amostra S2 possui um carater de cristal finito, com carater mais
superficial do que volumétrico. Destaca-se ainda que, os halos de difragao difusos séo
observados em praticamente todas as amostras. Além das hipéteses mencionadas
acima, também é fato ndo desprezivel a dificuldade técnica de obter boas micrografias
e padrées de SAED em agregados de nanoestruturas com morfologias distintas

muitas vezes superpostas e multifasicas.
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Figura 26 - (a) Micrografias de MET da amostra S3, produzida na fluéncia do laser de 1,0 J/cm? sob
comprimento de onda do laser de 355 nm. A inser¢cado superior em (a) apresenta o histograma de
tamanhos de particulas representativo para a amostra S3. (b) Imagem de SAED para a amostra S3
referente a area selecionada mostrada em (a). Os anéis e padrées de pontos de difracao estédo
identificados com os indices de Miller dos planos cristalinos correspondentes a fase a’-Fe1sN2 (cor
brancar).
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Figura 27 - (a) Micrografia de MET da amostra S4, produzida na fluéncia do laser de 1,0 J/cm? sob
comprimento de onda do laser de 266 nm. A insercdo em (a) apresenta o histograma de tamanhos de
particulas representativo para a amostra S4. (b) Imagem de SAED para a amostra S4 referente a area
selecionada mostrada em (a). Os anéis e padrdes de pontos de difragcdo estédo identificados com os
indices de Miller dos planos cristalinos correspondentes a fase e-FesN (cor azul®).

A irradiagdo nas superficies metalicas, como o Fe, com pulsos do laser com
duracdo de ns em uma atmosfera estritamente saturada de nitrogénio leva a uma
enorme absorgéo de nitrogénio nas superficies irradiadas. Tal efeito de nitretagéo a
laser foi demonstrado para as amostras da série IR e da série S. Com base na sec¢ao
2.3 deste trabalho, a solubilidade e a difusividade de N em Fe afetam fortemente a
formacgao das fases de nitreto de ferro. Para o laser em estudo, com pulsos de duragéo
de 5 ns, a absorcao de IB é muito mais forte no infravermelho do que em relagao a
radiacdo UV. De acordo com a Eq. (2-2), a absorcdo de IB é menos eficiente em
comprimentos de onda mais curtos (UV), mas torna-se significativa em comprimentos
de onda mais longos (IR). Ao mesmo tempo que o termo A na Eq. (2-2) ganha
importancia, os termos relacionados a fluéncia (x, e k,) sdo os de menor contribuigcao.
Isso sugere que os efeitos do comprimento de onda na série de amostras S devem
apresentar maior influéncia na formacao das NPs, comparados aos efeitos da
mudanca no valor da fluéncia para as amostras da série IR. No entanto, € importante
notar que em nossos experimentos, o laser com duragao de pulso de ns e com taxa
de repeticdo de 0,1 s fornece um curto periodo de (re)irradiacdo das particulas
ejetadas e das nanoestruturas formadas. Portanto, a influéncia do comprimento de
onda do laser na nanomorfologia e na formagéo de nanofases (denominagao de graos
menores do que 100 nm, tipicamente) depende apenas da energia fornecida a
superficie do alvo de ferro durante cada pulso do laser. Diante disso, é possivel

verificar pela Tabela 4 que o melhor controle estequiométrico foi obtido para as
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amostras produzidas sob a variagdo do comprimento de onda e em um mesmo valor
de fluéncia do laser. Em contrapartida, para as amostras produzidas no IR temos uma
maior evidéncia de mistura de fases de nitretos de ferro e distribuicbes de tamanho
maiores. Além disso, as condi¢des extremas de temperatura e pressao da irradiacao
a laser favoreceu a sintese de NPs na fase metaestavel a’-Fe1sN2 em trés condicoes

diferentes da sintese das NPs (ver Tabela 4).

Tabela 4 - Resumo das condigbes de preparagao e identificagdo da fase nitreto nas amostras
produzidas e estudadas neste trabalho.

Amostra A (nm) Fluéncia (J/cm?) Fases
IR1 1064 0,7 e-FesN + (-Fe2N
IR2 1064 1,0 e-FesN + a’-Fe1sN2
IR3 1064 1,3 a’-Fe1sN2
IR4 1064 1,6 C-Fe2N
S1 1064 1,0 a’-Fe1sN2 + e-FesN
S2 532 1,0 a’-Fe1sN2
S3 355 1,0 a’-Fe1sN2
S4 266 1,0 e-FesN

Embora ndo haja dados e modelos detalhados para a sintese induzida por
laser, a difusividade de N deve ser muito maior a que de Fe. Além disso, é esperada
uma dependéncia na concentragdo de N em varias fases (ver secao 2.3), tomando
ainda em conta a importancia da entalpia de formacéao e a estabilidade termodinémica
de cada fase. Nesse sentido, vale lembrar que a fase a” pode conter até 12 a.% de N
e que as faixas no diagrama de fases (Figura 3) para a formagéao dos nitretos a”’-Fe1sN2
e (-Fe2N sdo muito estreitas. Tais fases foram encontradas entre nossos subprodutos
induzidos por laser, enquanto as solugbes com estequiometrias ricas em N, como a

FeN e as estruturas intersticiais e-Fes3-xN, ndo foram observadas.

A formacéao da estrutura nucleo-casca esta associada a formacgao de bolhas de
gas em torno das particulas fundidas ejetadas no liquido circundante. Nesse caso, a
vida util da bolha de gas aumenta devido a transferéncia de calor da particula para o
ambiente. Durante seu resfriamento, um invélucro de gas é retido em torno da

particula ou aglomerados, aumentando a possibilidade de formagdo de nucleo-
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involucro. No ambiente saturado de nitrogénio liquido, um aumento da fluéncia na
superficie do alvo geralmente torna esse efeito mais provavel. No nosso caso, a
fluéncia é mantida muito abaixo dos valores relatados, por exemplo, por Kazakevich
e Fornarini e colaboradores#®8'. Aparentemente, o ambiente estrito de nitrogénio
liquido inibe as possibilidades de mistura de fases associadas ao enriquecimento de
nitrogénio da casca relativamente a estrutura interna do nucleo e também a agregacao
parcial de detritos devido conchas "rompidas". Este ultimo efeito pode ter ocorrido para
a amostra IR1, ja que s&o visiveis varios aglomerados de particulas semelhantes a

estruturas de casca rompida (ver Figura 20).

Nossos atuais resultados revelam a possibilidade de obter a formagao em uma
unica etapa das nanoestruturas a’-Fe1sN2, e-FesN e (-Fe2N por ablagcdo a laser
pulsado do alvo Fe imerso em nitrogénio liquido, controlando o comprimento de onda
e a fluéncia do laser. Cabe destacar também, um certo controle da diversidade de

tamanhos dessas NPs monofasicas.

A fluéncia ideal do laser no infravermelho para obter a estequiometria
tetragonal a’-FeteN2 € de 1,3 J/cm?, pois, ao aumentar a fluéncia do laser, sdo
observadas as nanoestruturas que correspondem ao (-Fe2N policristalino, como
mostra a Figura 23 (b). No entanto, uma condicao ideal para obter nanoparticulas
pequenas (diametro médio de aproximadamente 5 nm), com alta monodispersividade
da fase a-Fe1sN2, é utilizando um comprimento de onda em 532 nm e uma fluéncia de
1,0 J/cm?. Entre as condi¢des de sintese usadas neste trabalho, um laser pulsado no
comprimento de onda de 266 nm, com alta energia de fétons, implica em uma alta
fotoablagdo que provavelmente reforca a fragmentagdo do alvo do material pelo
método de top-down (parte-se de um material massivo para se obter as
nanoestruturas). As quantidades substanciais de pequenas nanoparticulas nas
amostras S3 e, principalmente, na S4 corroboram essa suposi¢cao. Nesse caso, o
aumento da fluéncia pode melhorar o método de bottom-up (parte-se de construir as
nanoestruturas de atomo a atomo ou molécula por molécula, nesse caso, a difusao
do N no Fe das NPs), permitindo o acesso a fases cristalinas mais complexas do
diagrama de fases de nitretos de ferro. No entanto, o a’-Fe1sN2 é formado na amostra
de IR3 e possivelmente convertido para (-Fe2N na amostra de IR4, produzida com

uma fluéncia maior. Trabalhos recentes sobre a sintese de nanoestruturas por ablacao
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a laser em liquidos corroboram esta afirmacédo sobre as duas abordagens para a

fabricagdo de nanoprodutos®?.

A analise das amostras por espectroscopia Raman também foi realizada para
avaliar a formacéao das fases nos nanoprodutos sintetizados a laser. Para nos ajudar
na identificacdo das fases, também realizamos alguns calculos computacionais
baseados na teoria do funcional da densidade (DFT) para prever as posi¢coes dos
picos esperadas no espectro Raman, ja que esses dados sao bastante escassos na
literatura. Os calculos computacionais foram realizados por intermédio do Prof. Dr.
José Varalda no laboratério LANSEN. Os nitretos de ferro tém modos Raman ativos

na regido de baixa frequéncia, abaixo de 1000 cm', como vimos na Figura 16.

Conforme mostra a Figura 28, referente as amostras produzidas no
infravermelho com diferentes fluéncias do laser, o pico caracteristico em torno de 203
cm' corresponde ao pico relatado para as nanoparticulas puras de -Fe2N, o que pode
corresponder as vibragdes de alongamento de espécies moleculares de FeFeN’".
Caracteristicas espectrais mais pronunciadas sao observadas em frequéncias mais
altas em torno de 492 cm' e 715 cm™'. Elas sdo apropriadas para descrever os modos
de vibragao de alongamento da cadeia de ligagao linear NFeN e da estrutura ciclica
de FeNFe com um angulo de 90° de Fe-N-Fe, respectivamente. Para entender melhor
esses espectros Raman, que estdo relacionados com as diferentes fases do nitreto
de ferro identificados pelas analises de TEM das amostras, foram incluidas abaixo das
curvas Raman varias barras verticais associadas as posicdes de linhas espectrais de
IR (Figura 28 e Figura 29). Estas linhas s&o atribuidas a moléculas e espécies
complexas do sistema Fe-N, obtidas para atomos de Fe ablados por laser que reagem

com atomos de nitrogénio.

As posigdes das linhas espectrais dos modos ativos Raman da fase a’-Fe1sN2
no ponto gama do centro da primeira zona de Brillouin (qQue € a célula primitiva no
espaco reciproco) foram calculadas usando um pacote de teoria do funcional da
densidade, que usa o potencial de todos os elétrons do Exciting code®. Os calculos
do estado fundamental foram realizados com o GGA exchange-correlation functional
do Perdew-Burke-Ernzerhof. As frequéncias de Raman foram calculadas usando a
teoria funcional de densidade dependente do tempo com a aproximacgao de fase

aleatdria (RPA) para o nucleo de correlagéo de troca. Neste caso, os calculos foram
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realizados para a fase a”-Fe1eN2, pois sua estrutura cristalina complexa contém todas

as estruturas das espécies moleculares de Fe-N relevantes.
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Figura 28 - Espectros Raman para as amostras IR1, IR2, IR3 e IR4 produzidas no comprimento de
onda do laser de 1064 nm, usando as fluéncias do laser de 0,7 J/cmZ2, 1,0 J/cm?, 1,3 J/cm? e 1,6 J/cm?,
respectivamente. As barras verticais indicam frequéncias das linhas Raman ativas calculadas no
trabalho atual e as faixas de IR fornecidas pela referéncia’.

Os espectros Raman para as nanoparticulas produzidas com comprimentos de
onda de laser distintos sdo mostrados na Figura 29. Lembrando que as amostras S1
e IR2 foram produzidas sob as mesmas condi¢gées. Com excegado da amostra IR3, as
amostras IR1 e IR4 exibem picos de Raman como os encontrados em amostras
produzidas nos diferentes comprimentos de onda do laser (série de amostras S). Um
espectro Raman distinto é encontrado para a amostra IR3, que exibe apenas um pico
Raman estreito em torno de 492 cm-'. De acordo com o SAED, esta amostra consiste
em nanoestruturas da fase tetragonal a’-FeisN2 e tamanhos da ordem de
micrédmetros. Claramente, existem muitos picos espectrais atribuidos as bandas

observadas no IR, extraidas da referéncia’® e resumidas pela Tabela 3, e os modos
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vibracionais Raman calculados neste trabalho, cujos dados estdo de acordo com os

nossos dados experimentais.
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Figura 29 - Espectros Raman para amostras S1, S2, S3 e S4 produzidas com uma fluéncia do laser
de 1,0 J/cm?2 e usando os comprimentos de onda do laser de 1064 nm, 532 nm, 355 nm e 266 nm,
respectivamente. As barras verticais indicam as frequéncias das linhas Raman ativas calculadas no
trabalho atual e as faixas de IR fornecidas pela referéncia’.

De acordo com os espectros Raman, pelo menos 3 picos corroboram as
bandas observadas no IR, indicados nas linhas tracejadas em vermelho nas Figura
28Figura 29. Lembrando que 10 cm™' equivale aproximadamente 1,24 meV, portanto,
vale ressaltar que os desvios das mudancas de frequéncia observados para alguns
picos de Raman correspondem, na verdade, a quantidades muito pequenas de
energia nos modos vibracionais. Considerando que as frequéncias das linhas Raman
ativas foram calculadas para materiais massivos’®, ndo se pode descartar os efeitos
da reduzida dimensionalidade e as interagdes das nanoparticulas preparadas para as
analises por espectroscopia Raman, inclusive com a |lamina suporte de ouro. De fato,

as NPs foram excitadas por um laser em 532 nm e submetidas a atmosfera ambiente,
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envolvendo agregados de nanoparticulas formados apos a secagem de goticulas de

suspensao na superficie de laminas de ouro.

A fim de evitar possiveis artefatos associados a contaminagéo ou degradagéao
da amostra apds a exposicdo ao ar, também foram produzidas nanoparticulas de
oxido de ferro usando a irradiagao com laser no IR do alvo de ferro imerso em agua

com uma fluéncia do laser de 1,3 J/cm?2.

As analises de MET e os espectros de Raman mostrados nas Figura 30 e
Figura 31, respectivamente, podem ser usados para direcionar as comparagoes de
nossos resultados como NPs de oxidos de ferro. O padrao de SAED indexado em
Figura 30 indica a composi¢ao do oxido de ferro do tipo maghemita, cujas particulas

apresentam o formato de agulhas e plaquetas.

(330) —_—
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Figura 30 - Imagem por microscopia eletrbnica de transmissdo e a insercdo mostrando o
correspondente padrao de difracdo de elétrons por area selecionada que demonstra a formacao de
nanoestruturas de 6xido de ferro produzidas com o laser de comprimento de onda a laser de 1064 nm,
usando uma fluéncia de 1,3 J/cmZ2. Os anéis e pontos de difragédo séo identificados com os indices de
Miller dos planos cristalinos e correspondem a fase de Fe203 (maghemita).

Claramente, as nanoestruturas de oxido de ferro também exibem picos com
desvios no espectro Raman distintos daqueles observados para a amostra com
nanoestruturas de nitreto de ferro, conforme apresenta o espectro da Figura 31. Vale

ressaltar que apdés uma revisao bibliografica, verificou-se que a maghemita pode
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sofrer uma transicao de fase quando submetida a uma poténcia do laser de 1 mW,
cujo parametro foi fixado para todas as amostras do presente trabalho. O trabalho de
Hanesch M.8 relata o uso do laser em 0,01 mW nas medigdes por espectroscopia
Raman, ja que a poténcia do laser de 1 mW levou a transformagéo da fase maghemita
em uma mistura de fases, maghemita e hematita. Observou-se na referéncia® alguns
modos de vibragao para a maghemita como em 350 cm™', 512 cm™!, 664 cm-'. Apesar
de ndo termos uma evidéncia real se as particulas de 6xido de ferro do espectro da
Figura 31 apresentaram alguma transicdo de fase durante a analise por
espectroscopia Raman, sob a incidéncia do laser em 1 mW, o principal objetivo dessa
analise foi avaliar o comportamento de todas as amostras em uma poténcia fixa, para
fins comparativos. Neste caso, é valido observar através da Figura 31 uma diferenca
consideravel entre o espectro caracteristico das NPs de nitreto de ferro, com relagao

ao espectro das particulas de oxido de ferro.

—— Oxido de ferro
—— Nitreto de ferro

250

380 665
530

492
203 692

715

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T r
200 300 400 500 600 700 800 900
Deslocamento Raman (cm™)

Figura 31 - Espectros Raman comparativos de nanoparticulas de nitreto de ferro (amostra S3) e das
nanoparticulas de 6xido de ferro (amostra Fe20s3).

Todas as analises por espectroscopia UV-Vis foram realizadas utilizando a
concentracdo dos subprodutos resultantes de cada sessao de preparagao por

irradiacao a laser ap6s diluicao em 4 ml de alcool isopropilico para todas as amostras.
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Os espectros de UV-Vis das amostras irradiadas por IR, tal como mostra a Figura 32,
apresentam maximos de absorgao na faixa do comprimento de onda de 300-600 nm.
Por outro lado, os espectros de absorcao de UV-Vis a partir do alcool isopropilico puro
revelam picos abaixo de 300 nm e acima de 870 nm. Portanto, ndo ha contribuicoes
do solvente se sobrepondo as respostas de absorgao referentes a NPs em suspenséo.
Assim, a escolha do alcool isopropilico como liquido, dentro do qual as NPs ficaram
em suspensdo, favoreceu as analises experimentais das amostras do presente

trabalho.
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Figura 32 - Espectros de absorgdo de UV-Vis obtidos a partir de suspensdes de nanoparticulas em
alcool isopropilico das amostras IR1, IR2, IR3 e IR4. As setas verticais tracejadas foram inseridas para
indicar as caracteristicas peculiares e comuns nas curvas de absorgao.

As medi¢cbes de absorbancia fornecem uma compreensao qualitativa das
influéncias das particulas pequenas e grandes na absorg¢ao da fonte de luz de xenbnio,
uma vez que se o tamanho das nanoparticulas é constante, a absorbancia geralmente
é diretamente proporcional as concentragdes de nanoparticulas com grande valor de

absorbancia em comprimentos de onda maiores, indicando particulas relativamente
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grandes na distribuicdo de tamanho (ver segédo 3.3.1 e referéncia®*). Assim, a
distribuicdo multimodal de particulas (distribuicdo de probabilidade continua com dois

ou mais modos) pode, em principio, ser obtida a partir de espectros de absorbancia®.

Considerando que as amostras IR3 e IR4 exibem distribuicdes de tamanho
mais amplas na série de amostras de acordo com as analises MET mostradas nas
Figura 22 e Figura 23, respectivamente, torna-se evidente que ndo ha correlagéo
direta entre o numero e largura de picos de absorbancia e as distribuicbes de tamanho
de nanoparticulas nessas duas amostras. As amostras IR2 e IR3 (Figura 21 e Figura
22) cujas analises de MET sugerem distribuicdes de tamanho de particula bimodal
exibem grande absorbancia, o que é indicativo de particulas relativamente grandes na
distribuicdo de tamanho. Por outro lado, a amostra IR1 apresenta uma baixa
absorbancia, corroborando o pequeno tamanho das particulas, com um tamanho
médio de 28 nm (Figura 20), observado nas analise de MET. Lembrando que o
tamanho médio das particulas sdo de 28 nm, 82 nm, 29 nm e 214 nm, e 119 nm para
as amostras IR1, IR2, IR3 e IR4, sendo que a amostra IR3 possui duas distribui¢cdes
de tamanho com tamanhos médios de 29 nm e 214 nm. Os espectros de absorgao
das suspensdes no alcool isopropilico ndo puderam ser explicados em termos de
tamanho, principalmente com relagdo a amostra IR4. Em vez disso, a absorbancia
também depende da forma da particula®®, o que pode ser fator influenciador para a
baixa absorbancia na amostra IR4, que mostra uma larga distribuicdo de tamanho,

mas com um formato alongado néo observado nas demais amostras (Figura 23).

Na faixa de 300 a 450 nm, todas as amostras exibem até quatro picos suaves
de absorbancia e sdo amplos em largura, localizados em comprimentos de onda em
torno de 320 nm, 350 nm, 370 e 400 nm, conforme indicado pelas setas verticais
tracejadas nas Figura 32 e Figura 33. As bandas de ressonancia, portanto,
provavelmente se originam da oscilagdo coletiva dos plasmons de superficie das
nanoparticulas de nitreto de ferro, também observadas nos espectros UV-Vis da
Figura 18 de NPs de Fe em agua’’. No entanto, a intensidade de cada banda varia de
um espectro para outro (ver setas verticais tracejadas nas Figura 32 e Figura 33), o
que pode ser atribuido a complexa interacao entre diferentes morfologias e estruturas

das nanoparticulas de nitreto de ferro em suspensao.
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Os tamanhos médios das particulas sdo de 82 nm, 4 nm, 101 nm e 9 nm para
as amostras S1, S2, S3 e S4, respectivamente. Da mesma forma que para as
amostras produzidas no IR, a amostra com menor tamanho médio de particulas
apresentou, segundo espectro UV-Vis da Figura 33, a mais baixa intensidade de
absorcdo para as NPs pequenas da amostra S2. As amostras produzidas nos
comprimentos de onda de 1064 nm (S1) e em 266 nm (S4) exibiram maior
absorbancia, relacionado a eficiéncia de producdo nesses comprimentos de onda,
tamanho e/ou formato das NPs. De fato, a amostra S3 produzida no comprimento de
onda de 355 nm apresenta a mais larga distribuigdo de tamanho dentre as amostras
produzidas sob uma fluéncia fixa de 1 J/cm? (Figura 26). A baixa intensidade de
absorcao para essa amostra pode vir a indicar uma menor eficiéncia de producéo de
NPs nessa amostra, em comparagdo com a amostra S1. Ainda, ndo podemos
descartar a possibilidade de precipitagdo rapida das NPs grandes da amostra S3,
impedindo que o feixe de luz produzido pela lampada de xendnio transmita por todas

as particulas da amostra durante a caracterizagao por UV-Vis.
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Figura 33 - Espectros de absorgdo de UV-Vis obtidos a partir de suspensdes de nanoparticulas em
alcool isopropilico das amostras S1, S2, S3 e S4. As setas verticais tracejadas foram inseridas para
indicar as caracteristicas peculiares e comuns nas curvas de absorgao.
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A formagao de nanoestruturas de nitreto de ferro foi corroborada pelas medidas
de Raman e UV-Vis, no entanto, essas técnicas ndo mostram sensibilidade especifica

as fases formadas.

Além disso, é importante ressaltar que o tamanho médio e a eficiéncia da
formagao de nanoparticulas em fungao da fluéncia e do comprimento de onda da luz
laser sdo topicos controversos na literatura, mesmo quando se presuma que a
absorcdo durante o pulso predomina na ablagcdo a laser com pulsos na escala de
nanossegundos*3. Nossos dados mostram um tamanho médio minimo das NPs com
o comprimento do laser de 532 nm com fluéncia de 1,0 J/cm? (Figura 25) e para o
laser infravermelho para fluéncia de 0,7 J/cm? (Figura 20). A absorcgao relativa mais
alta observada, que presumivelmente reflete a uma maior eficiéncia de ablagao,
ocorre com a luz do laser de 266 nm por 1,0 J/cm? (Figura 33) e com o laser IR por
0,7 Jlcm? (Figura 32).

Considerando as Tabela 5 e Tabela 6 e os resultados reportados neste estudo, foi
possivel sintetizar trés fases distintas de NPs de nitreto de ferro ((-Fez2N, e-FesN e a’-
Fe1sN2), potencialmente interessantes em nanotecnologia, pela técnica de irradiagao
a laser. Através do controle do comprimento de onda e da fluéncia do laser foi possivel
identificar a dependéncia desses parametros com o tamanho, a morfologia e as
caracteristicas estruturais de cada amostra de NPs em suspensdo em alcool
isopropilico. Os resultados obtidos por espectroscopia Raman das amostras de NPs
de nitreto de ferro, tanto do grupo IR quanto do grupo S, concordam com os modos
de vibracdo calculados no nosso laboratorio e previstos pela literatura, assim como
com os resultados indicados por MET. Comparando as intensidades Raman
encontradas para a maghemita, os espectros Raman das NPs de nitreto de ferro nao
mostram similaridade a posi¢ao dos picos do 6xido de ferro. Nota-se ainda que, para
todos os casos investigados, ndo houve a evidéncia de oxidagdo das NPs em
suspensao em alcool isopropilico até o periodo de medidas experimentais das
amostras (1 ano). Até quatro bandas de ressonancia foram identificadas através das
analises por espectroscopia UV-Vis para as amostras do grupo IR e S. Os maximos
de absorcido evidenciados na faixa de comprimentos de onda de 300-600 nm
apresentaram maior intensidade para as amostras IR2 (ou S1) e S4, que

possivelmente indicam a uma maior eficiéncia de sintese para essas amostras.
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Tabela 5 - Resumo dos resultados morfolégicos e estruturais das amostras sintetizadas no

comprimento de onda do laser fixo em 1064 nm.

Fluéncia (J/cm?) Amostra Composicao Tamanho
0,7 e-FesN + C-Fe2N 28 nm
1,0 e-FesN + a”-Fe1sN2 82 nm
1,3 a’-Fe1sN2 29 nme 214 nm
IR4 .
=8
1,6 g s {-Fe:N 119 nm
‘Y ’l \-' :';j“;/- :
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Tabela 6 - Resumo dos resultados morfoldgicos e estruturais das amostras sintetizadas na fluéncia do
laser fixa em 1,0 J/cm?2.

A (nm) Amostra Composicao Tamanho

- v
i 4 i .
" b M

_ gl

1064 a’-FeteN2 + e-FesN 82 nm
532 a’-Fe1sN2 4 nm
355 a’-Fe1sN2 101 nm
266 e-FesN 9 nm

Assumindo como principio a viabilidade da produgdo de NPs da fase unica a’-
Fe1eN2 por este trabalho, bem como suas caracteristicas promissoras para aplicacées
biomédicas3%%4 nas préximas segbes estudaremos o comportamento dessas NPs in
vivo. As avaliagbes possibilitarao informar os niveis de toxicidade das NPs de a’-

Fe1sN2 em diferentes concentragdes utilizando um animal invertebrado.
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5 TESTES DE TOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS

Neste capitulo sao relatados os testes de toxicidade de NPs de a’-Fe1sN2 em
modelo animal realizados no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) com
0 apoio da Profa. Dra. Priscila Gubert, docente do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco, Recife — PE. A autora do presente trabalho
acompanhou o desenvolvimento dos testes de toxicidade por meio de audios, videos

e reunidoes com a Profa. Dra. Priscila Gubert durante todo o periodo das avaliagdes.

5.1 C. ELEGANS COMO MODELO EM AVALIAGOES TOXICOLOGICAS

O modelo animal Caenorhabditis elegans, ou simplesmente C. elegans, € um
nematédeo com 1 mm de comprimento (na fase adulta) encontrado no solo e bastante
utiizado para avaliagbes toxicolégicas preliminares de novos compostos
farmacéuticos®’”. Em 1963, foi indicado pelo pesquisador Sydney Brenner como
organismo modelo para investigagdes sobre a biologia do desenvolvimento e
organizacgao de redes neuronais®. Diversos estudos revelam o alto potencial do uso
desse nematddeo como modelo alternativo em testes rapidos de toxicidade no solo,
agua, compostos farmacéuticos, fitoquimicos, em estudos neurotoxicos, de

reproducdo e de desenvolvimento°.

O nematddeo apresenta-se nas formas sexuais hermafrodita ou macho, sendo
o hermafrodita, a forma predominante. Os hermafroditas sdo capazes de se auto
fecundar, ou seja, produzir seus proprios espermatozoides e odécitos podendo gerar
aproximadamente 300 ovos por verme®®. Entretanto, a reprodugdo sexuada gera um
aumento na prole podendo alcangar 1000 ovos por verme. A vida do C. elegans inicia-
se em uma unica célula, que da origem, através de divisdes celulares repetidas a 959
células em hermafroditas adultos e 1.031 células em machos adultos®. Estes ultimos
sao relativamente raros, representando cerca de 0,1% da populacéo e diferenciados

pelo corpo mais curto e pela cauda que se assemelha a uma barbatana de peixe.

O corpo do verme é essencialmente um tubo e a anatomia do C. elegans inclui
0s seguintes sistemas: sistema alimentar, sistema reprodutor, sistema nervoso e

sistema excretor, todos protegidos pela cuticula (Figura 34)3°,
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Figura 34 - Anatomia do C. elegans. (a) Micrografia optica do C. elegans. Abaixo, temos uma
representagdo esquematica da anatomia de C. elegans mostrando as partes de interesse para a
avaliacao de NPs. (b) O sistema reprodutor é formado por duas génadas simétricas em forma de U,
que sao unidas ao utero e a um aparelho de colocagao de ovos no meio do corpo. O sistema alimentar
em (c) e (e) consiste em boca, intestino faringeo, reto e anus. (d) A cuticula é formada por cinco
camadas, cuja fungéo é de revestir e proteger os 6rgaos do nematddeo. Legenda: cuticula e epiderme
em azul, sistema alimentar em verde, sistema reprodutor em laranja, pseudoceloma em azul claro,
canais de entrada (boca) e saida (poro excretor, vulva, anus) indicados em amarelo. Imagem adaptada
da referéncia®.

O C. elegans nao possui sistema circulatorio e depende da difusao passiva no
liquido pseudocelémico para o transporte de Oz, COz2 e nutrientes. A faringe também
tem importante fungdo no processo de alimentagdo do verme, pois como um 6rgao

muscular, ela bombeia o alimento para o interior do tubo digestivo do verme®°,

Sao quatro os estagios larvais existentes para o C. elegans apds a ecloséo do
ovo, identificados de L1 a L4 e, em seguida, os vermes se tornam adultos reprodutivos
(Figura 35). Entretanto, na privagdo de alimentos ou em condigbes adversas de
temperatura, o verme pode apresentar-se como larva dauer, caracterizado por um
estagio de “dorméncia”, que confere maior resisténcia ao organismo. Quando as
condicbes ambientais adequadas retornam, as dauers podem retornar ao

desenvolvimento reprodutivo, continuando o desenvolvimento até o estagio L4,
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Figura 35 - Ciclo de vida do nematddeo C. elegans sob manutencéo a 22 °C nos 4 estagios larvares
(L1 a L4). As larvas L4 dao origem aos adultos jovens que posteriormente se tornam adultos
reprodutivos. Estes sobrevivem por aproximadamente 3 semanas sob 6timas condigbes. Imagem
adaptada da referéncia®'.

O C. elegans possui ciclo de vida curto (~ 3 dias), com prole numerosa (300
filhotes por verme adulto), e manutencdo simples, com uma dieta baseada em
bactérias, entre elas a E. coli cepa OP50%. Além disso, este nematdédeo possui
transparéncia, o que favorece uma melhor visualizag&o e identificacdo das estruturas
internas, tal como evidencia a Figura 36 (a)-(d). Isso possibilita a visualizagdo de
nanoestruturas, por exemplo, por microscopia de contraste de interferéncia diferencial,
em microscopia optica, por observacgao direta ou pelo uso de fluorescéncias, fazendo
deste verme um modelo muito interessante e vantajoso para a pesquisa em

nanotecnologia.

Por exemplo, as NPs de Fe203 aparecem marrons ao longo do sistema
alimentar do C. elegans expostas e azuis se manchadas com corante azul (Prussia),
o0 que confirma a presenga de ferro (Figura 36). A espectroscopia UV-Vis pode
fornecer resultados colorimétricos, ou seja, para os nematdédeos expostos a NPs de
ouro (Au), devido as propriedades 6pticas das NPs de Au, as suas cores mudam de
acordo com o tamanho das NPs. A espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier também pode auxiliar a caracterizar o comportamento das NPs dentro do

verme, enquanto técnicas como microscopia eletrénica de transmissdo, microscopia
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eletrbnica de varredura ou a analise de raios (XRD) seriam uteis para visualizar e

avaliar a estabilidade estrutural das NPs dentro do C. elegans®.
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Figura 36 - Imagens de microscopia optica de NPs de Fe203 (A e B) e Au (C e D) sendo visualizadas
internamente ou externamente ao C. elegans. (A) As NPs de Fe203 podem ser vistos dentro do corpo
de vermes em marrom por observagéao direta. (B) Quando os vermes tratados s&o corados com o azul
da Prussia (uma coloragao de ferro), as NPs aparecem em azul e facilitam a visualizagdo. (C) As NPs
de Au aparecem em azul no sistema alimentar dos vermes tratados, indicando a agregagéo dos NPs
em relagdo a suspenséao (vermelha) devido a interagdo com C. elegans. (D) Quando o alimento a base
de bactérias sdo reintroduzidos, os vermes excretam as NPs de Au. Figura adaptada da referéncia3°.

O verme foi o primeiro organismo multicelular a ter o0 genoma sequenciado
apresentando homologia genética com genes dos mamiferos, variando entre 60-80%.
A partir disso, verificou-se que aproximadamente 36% das proteinas do verme
apresentam homologos humanos, aos quais foram evolutivamente conservadas®.
Entretanto, o maior conhecimento sobre o genoma humano possibilitou a realizagéo
de mais comparagdes, resultando em uma elevagdo do percentual para 83%°%. A partir
desses dados, os processos biolégicos envolvidos com o nematédeo C. elegans tém

potencial a fornecer importantes informagdes sobre processos bioldgicos humanos.

A realizacdo de experimentos bem planejados com um modelo alternativo é
fundamental para reduzir o numero de materiais antes de futuros testes em animais
mais complexos (Figura 37). Os ensaios que fornecem informagdes bioldgicas uteis a
um custo mais baixo utilizando as NPs sdo de extremo interesse nas diversas areas
da ciéncia. No entanto, ha limitagdes para estudos mais complexos utilizando o C.
elegans, pois ele ndo tem alguns 6rgaos especificos encontrados em mamiferos e um

sistema circulatério.
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Figura 37 - Metodologias tipicas para rastrear drogas, desde processos in vitro até uma crescente
complexidade dos organismos modelo. Imagem adaptada da referéncia®°.

Esse organismo € crucial para estudos iniciais, pois é o unico organismo com
todos os neurbnios bem caracterizados e conexdes nervosas mapeadas®. Tais
vantagens permitem avaliagdes rapidas dos efeitos toxicos de varias substancias. Do
ponto de vista toxicologico, o C. elegans é sensivel a uma ampla gama de substancias,
incluindo metais pesados, fosfatos orgéanicos e pesticidas®. Como prova da eficiéncia
em sua utilizacdo, foi realizada uma varredura nas bibliotecas ToxCast™ da
Environmental Protection Agency (EPA's), com um total de 968 produtos quimicos
usados para novos testes toxicolégicos com o C. elegans. O perfil de toxicidade dos
compostos testados nesse estudo em C. elegans, especialmente os impactos no
desenvolvimento, foram semelhantes aos observados apdés a exposicao a tais
substancias em outros modelos, como em ratos, coelhos e peixe-zebra®. Para a
avaliacao da toxicidade, alguns parametros sao frequentemente considerados como
preditivos do estado saudavel do verme, incluindo sobrevivéncia, progressao dos
estagios larvais no tempo correto, frequéncia de pulsagbes na faringe (preditivo de
taxa de alimentagao), ciclos de defecagcao (processo de excregao), movimento,
producao e postura de ovos (comportamento reprodutivo). Tais comportamentos séo
alterados frente a modificagdes na liberacdo de neurotransmissores, vitalidade

neuronal, neuropeptidios, mutagdes génicas, entre outros®.
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O C. elegans também tem sido usado com sucesso na avaliagao de toxicidade
de nanomateriais diferentes, como em NPs de Fe®, Al, Ti, Ce, ZnO, Ag, Si, Fe203%,
fulerenos e quantum dots®®. Um exemplo disso é o estudo de investigagdo in vivo da
neurotoxicidade de particulas de Telureto de Cadmio'%. Dessa forma, prova-se a
aplicabilidade do modelo experimental C. elegans para analises de toxicidade. Pode-
se observar pela Tabela 7 alguns resultados propostos do comportamento de NPs
metalicas nos nematdédeos C. elegans. A caracterizagdao das NPs, o sistema de
analise e a finalidade do estudo também s&o indicados. Esta servira de ferramenta

comparativa para a analise dos resultados desse trabalho.

Tabela 7 — Exemplos de avaliagéo in vivo de NPs metalicas usando o modelo animal Caenorhabditis
elegans. Tabela adaptada da referéncia®°.

Caracterizagao das NPs Condigao do ensaio
NPs Diametro | Conc. das NPs | Tempo de | Fonte de | Estagio Proposta
(nm) (mg/L) exposigdo | Comida larval
24, 48, Toxicidade,
1,28 0,5-10 sim/néao L2
72 h dissolucao das NPs
tempo de ) Toxicidade,
Ag 3,13,76 0,5-50 ) sim L1 )
vida dissolucao das NPs
Toxicidade,
51 10-1000 24,48 h -—-- L3
dissolucao das NPs
Toxicidade,
60 10-408 24 h,5d sim L1
analise do metal
Al>0;
6, 48 h, adulto
60 0,01-23 sim ) Toxicidade
10d jovem
10 12,5 ug 48 h sim L3 Toxicidade
Au adulto Toxicidade,
20 7000 30 min néo ] )
jovem imagens
Biodistribuicao,
Cu 23,5 100 uM 36 h sim L1
analise do metal
Fe203 9 0,5-100 24 h sim L4 Toxicidade
adulto Toxicidade,
Fe304 15 500 30 min nao ] ]
jovem imagens
adulto Toxicidade,
MnFe204 6~8 0,1% (v/v) 4-6 h nao ) ]
jovem imagens
tempo de
Pt 2,4 0,1-50 uM " sim L4 Atividade biolégica
vida
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Como foi visto na segao 1 deste trabalho, as NPs magnéticas exibem numerosas
aplicagcdes biomédicas. Considerando que nds evidenciamos'# a alta magnetizagéo
de saturagéo para as NPs da fase a’-Fe1sNz2, justifica-se a escolha desse material para
a realizacao dos testes deste trabalho, que avalia os efeitos toxicologicos de NPs de

nitreto de ferro na fase Unica e metaestavel a”-Fe1sN2 usando o C. elegans.

5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS PARA OS TESTES
DE TOXICIDADE

As NPs de nitreto de ferro para os testes de toxicidade foram sintetizadas pelo
método descrito na secgéo 2.4, utilizando os mesmos parametros de crescimento da
amostra IR3. A escolha dos parametros justificam-se pelo carater estrutural e de
tamanho bimodal, indicado para a amostra IR3 nas analises morfologicas e estruturais
das seg¢des anteriores. Isto favorece uma analise toxicoldgica ampla das NPs da fase
a’-Fe1sN2, valida tanto para particulas pequenas quanto para as de centenas de
nandmetros. Neste caso, o laser no infravermelho irradiou o alvo de ferro submerso
por nitrogénio a uma fluéncia de 1,3 J/cm?. A ablagdo foi feita em tempos e dias
intercalados (a partir do dia 20/06/2017) somando um total de dezesseis horas de
producao (primeiro dia 5 h, segundo dia 4 h, terceiro dia 7 h), ja que as analises
posteriores demandavam uma concentracdo de amostra consideravel. Apos a
evaporacao do nitrogénio na superficie do alvo, a amostra coletada ficava em
suspensao em solugéao salina 0,9%. Como o alcool isopropilico nao é tolerado pelo C.
elegans, o NaCl 0,9% foi a melhor opgéo para deixar as NPs em suspenséo, visto que
tal solugdo auxilia no processo de manutencdo dos tecidos e células durante a

exposicao as NPs.

A estabilidade das NPs foi acompanhada por meses, a primeira secdo de
microscopia foi feita dia 07/2017, a segunda 08/2018, a terceira 09/2018, a quarta
11/2018. Entre os trés periodos finais de caracterizagdao por microscopia foram
realizadas as avaliagbes toxicologicas das amostras de nitreto de ferro. Apesar das
nanoparticulas poderem passar por efeitos corrosivos ou de mudanga de fase,
causados pelo soro fisioldgico, as analises por microscopia de MET e SAED nao
evidenciaram alteragdo morfolégica ou estrutural das NPs durante o periodo

caracterizado.
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As imagens por MET obtidas em espacos de tempo distintos das
nanoparticulas sdo apresentadas na Figura 38. Os tamanhos médios medidos sobre
um grande conjunto amostral de NPs (Figura 38), indicam uma larga distribuicdo de
tamanho, também evidenciada pela amostra IR3, sintetizada sob as mesmas
condigdes (Figura 22). A caracterizagao pela técnica de SAED das NPs da Figura 38,

indica a formacéo da fase a”-Fe1sN2. Conforme mostra a Figura 39, o padrao de SAED

exibe pares de pontos cristalinos bastante simétricos consistentes com os planos
cristalograficos indexados como (200), (220), (420), (400), (442) e (440) da estrutura

tetragonal a”-Fe1sN2.

®—120m
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2O0m s o e s e e 200 nm
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Figura 38 — Micrografias das amostras produzidas para fins de testes de toxicidade, segundo as
analises MET realizadas nos periodos de (a)-(c) 07/2017 e (d) e (e) 11/2018.

A amostra das NPs de a”-Fe1sN2 produzida por dezesseis horas também foi
analisado por espectroscopia UV-Vis. Os espectros de absorgao optica foram medidos
em um espectrémetro UV-Vis-NIR USB 2000 (Ocean Optics). Este equipamento
apresenta duas lampadas, uma de deutério e outra do tipo aldégena de tungsténio, com
uma grade de difracédo que fornecem os comprimentos de onda do ultravioleta ao

infravermelho, possibilitando a analise entre 200 nm e 1080 nm.
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Os espectros de absorgcao de UV-Vis obtidos a partir da suspensado das NPs
em solugao salina sao representados na Figura 40. Foi observada a precipitagdo das
NPs de a”-Fe1sN2 com o tempo de repouso da amostra, possivelmente relacionado as

NPs com dimensdes de centenas de nanémetros (Figura 38).

Figura 39 - Imagem de difragdo de elétrons por area selecionada caracteristica das NPs da Figura 38.
Os planos cristalinos indexados no padrdao de SAED confirmam a formagao da estrutura a”-Fe1sNo2.

1.9 —— Fe, N, 2min
— Fe16N215 min
— FewN2 25 min
— —_— FeﬂeN2 40 min
T 1,0- Fe, N 1h
2 —— Fe_N_ 1 h 30 min
(U 16 2
o —— Fe, N,2h
T —— Fe, N, 12h
5 sS0ro
8 0,5
o)
<
0,0 T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 40 - Espectros de absorgédo de UV-Vis obtidos a partir de suspensdes de NPs de a’-Fe1sN2 em
soro fisiolégico (ou solugao salina). As setas foram inseridas com os respectivos valores de absorgao
e comprimento de onda referente a cada pico de absorgéo.
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Os maximos na Figura 40 indicam o valor de absor¢ao das NPs apds 2 min de
descanso da amostra na cubeta de quartzo, anteriormente agitada em banho de
ultrassom. Foi possivel obter o valor de concentragdo das NPs a partir da
concentragdo do soro fisioldgico e da equacdo de Lambert-Beer, apresentada na
secgao 3.3.2. A concentragao obtida utilizando o espectro em azul através do primeiro
pico de absorgao, com valor de absorbancia de 0,57 na Figura 40 é de 43,08 mg/ml,

sendo que a concentrag&o do soro fisiologico € de 9 mg/ml.
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=  Concentracao das NPs
Ajuste exponencial
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0 200 400 600 800

Tempo (min)

Figura 41 - Relac&o entre a concentracéo das NPs de a”-Fe1sN2 com o tempo de repouso da amostra
de NPS em suspensao.

Na Figura 39 esta representada a relacédo entre a concentragao e o tempo de
repouso da amostra para todos os espectros de absor¢cao da Figura 38 das NPs de
a’-FewsN2 em soro fisiolégico. Neste caso, percebe-se que a NPs de a’-Fe1sN2
sintetizadas por irradiagdo a laser precipitam no soro fisiolégico exponencialmente,
durante o intervalo de tempo de 2 min a 12 h de repouso na suspensao, apos a
agitacao das NPs por 25 min em banho de ultrassom.
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5.3 MATERIAIS E METODOS DAS AVALIACOES TOXICOLOGICAS

5.3.1 Condigdes do crescimento e desenvolvimento do C. elegans

A cepa do tipo selvagem (N2, Bristol) foi adquirida no Caenorhabditis Genetic
Center (CGC, Universidade de Minnesota). As cepas de C. elegans foram geradas e
mantidas em condi¢cdes padrdo de cultivo a 20° C em placas de Petri alimentadas
pelas bactérias OP50 Escherichia coli (E. coli) semeadas em meio de crescimento
para nematédeos (NGM, nematode growth medium: 3 g de NaCl, 2,5 g de peptona,
17 g de agar e 975 ml de H20, autoclavadas; adicionou 1 ml de CaCl2 1 M, 1 ml de 5
mg/ml de colesterol em etanol, 1 ml de MgSO4 1 M e 25 ml de tampao KPO4 1 M),

segundo o método descrito na referéncia®.

Para todos os procedimentos de crescimento, os nematdédeos foram
sincronizados, a fim de garantir toda a populagdo no mesmo estagio larval (L1). Os
vermes hermafroditas adultos (gravidos) foram expostos a solugdo de
branqueamento, causando o rompimento do verme e a liberagéo dos ovos (Figura 42).
Os ovos foram coletados por lavagens subsequentes e repousados em recipientes
planos contendo apenas a solugdo tampao M9 (NaCl 5 g L™, 3 g de KH2POs 3 g L,
Naz2HPO4 6 g L', 1 mL de MgSO4 1M, H20 para 1 L autoclavado). Na auséncia de
alimentos, os ovos eclodidos (estagio larval L1) tém crescimento interrompido e
podem ser mantidos todos no mesmo estagio®®. Aproximadamente doze horas apos
a sincronizagao, os animais no estagio larval L1 foram expostos ao tratamento com

as NPs de a’-Fe1sNo.

5.3.2 Exposicao das nanoparticulas e monitoramento da sobrevivéncia

A suspensao de NPs de a’-Fe1sN2 em NaCl a 0,9% foi incubada no banho de
ultrassom por 25 min e imediatamente usada no tratamento dos vermes. Os vermes
hermafroditas sincronizados no estagio larval L1 foram expostos as concentragdes de
NPs de a’-Fe1sN2de 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 7,5 mg/ml e 10 mg/ml,
por 1 h'" (Figura 42). As concentragGes usadas na curva de sobrevivéncia foram
escolhidas partindo da solucdo mais concentrada das NPs de a’-FeisN2 obtidas

durante a sintese (10 mg/ml). Apds 1 h de exposigéo, os vermes foram lavados trés
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vezes com NaCl (0,9%) por centrifugacao (2 min, 2000 rpm) para interromper o
tratamento e transferidos (20 - 50 vermes) para placas de Petri de 60 mm contendo
meio NGM e E. coli OP50. O grupo controle correspondeu aos vermes expostos
apenas ao veiculo das NPs em suspensao de NaCl (0,9%). Os vermes foram mantidos
em uma incubadora sob a temperatura controlada de 20 °C para as posteriores

observacoes experimentais.

Vermes adultos

Ovos

N

Exposicao coA
12 h * 35 NPs - Sobrevivéncia (L1 a L4)

# ﬁ i \ S a Comportamentos (L4, ~ 44 h)

Lavagem (3x) :"‘“\\.\_w ) ' \
K=V L g Imagens (~72 h)

1h Meio NGM

20 °C Reprodugio (Adulto, ~ 72 h)

Figura 42 - Esquema ilustrativo para a exposicao com as NPs de a’-Fe1sN2. Os animais gravidos foram
sincronizados para a obtengéo de ovos. Apos a eclosdo, vermes de mesmo estagio larval (L1) foram
expostos as NPs de a”-Fe1sN2 por 1 h ou ao veiculo NaCl 0,9 % (controle). Os vermes foram lavados
por centrifugagéo e transferidos para placas de petri com NGM e bactéria E. coli OP50. As observagoes
comportamentais (L4), reprodugdo (Adulto), sobrevivéncia (L1 a L4), desenvolvimento (L1 a L4) e
imagens (L1 e L4) foram realizadas em tempos determinados.

Considerando os testes de sobrevivéncia, os vermes foram contados e
classificados como vivos ou mortos apds identificacao da presenga de movimento,
batimento faringeo ou resposta ao toque. A contagem dos vermes foi realizada apos
o tratamento (dia 1, L1) e nos quatro dias seguintes (dia 4, estagio adulto gravido). A
progresséo dos estagios larvais foi determinada desde o dia 1 (L1) até o dia 4 (adulto
gravido). O tamanho do corpo, o desenvolvimento do 6rgado sexual (vulva) e a
producao de ovos foram considerados para classificar os vermes em L1, L2, L3, L4 e
adulto’®?. Os ensaios de sobrevivéncia e desenvolvimento larval foram realizados em

trés vezes, em diferentes dias e em duplicatas.
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5.3.3 Observagao comportamental: batimento faringeo, ciclos de defecagao e

curvaturas corporais.

Apos a interrupgao do tratamento, os vermes foram deixados crescer na
incubadora (20 °C) até o estagio larval de L4 (dia 3, ~44 h apds o tratamento) para
avaliagbes comportamentais. Este estagio foi escolhido pois o verme ja esta com o
sistema nervoso desenvolvido e o tamanho maior facilita as observagdes. Caso sejam
avaliados no estagio larval adulto gravido, a presenca de nematédeos em L1 (recém
eclodidos) podem interferir nas avaliagdes. As taxas de alimentagéo foram medidas
considerando a frequéncia de batimentos na faringe do verme segundo protocolo
estabelecido'®. Resumidamente, as contragdes do bulbo faringeo foram contadas em
vermes L4 sobre o alimento por 10 s em triplicatas. Foram observados seis vermes de
cada condicao de tratamento. As médias de contragcdo foram normalizadas por minuto
para analises estatisticas. O intervalo entre as defecagdes foi utilizado como
parametro de toxicidade, no qual o intervalo entre as contragdes intestinais representa
uma medida indireta do trafego intestinal. Esse processo foi registrado trés vezes para
seis vermes em contato com as bactérias'?3. A avaliagdo do movimento consistiu na
contagem de duas voltas na cabega, que representam uma curvatura do corpo. Cerca
de dez vermes L4 foram transferidos individualmente para uma placa NGM (100 mm)
sem bactéria e deixados por 1 minuto para a ambientagdo. A mudanca de diregcao da
cabeca foi registrada por 20 segundos. A média da contagem foi normalizada para um
minuto para a analise estatistica. Cada experiéncia foi repetida trés vezes em
duplicadas a 22 °C + 2 °C.

5.3.4 Perfil reprodutivo

Os vermes adultos gravidos (dia 4) foram utilizados para acessar o perfil
reprodutivo, uma vez que os vermes L4 ainda nao apresentam ovos. Para o ensaio
de postura de ovos, dez vermes de cada condi¢cédo de tratamento foram transferidos
individualmente para uma nova placa NGM semeada com E. coli OP50 e deixados por
2 horas'931%4 Em seguida, cada verme foi retirado da placa e desprezado, restando
apenas os ovos. A placa foi incubada por 24 horas a 20 °C, e o numero de vermes em
estagio larval L1 eclodidos vivos foi registrado, como um método para a contagem dos

ovos postos por verme. A avaliagdo do numero de ovos dentro do utero € denominada



98

ovoproducdo. Dez vermes por grupo foram estourados com a solugdo de
branqueamento, e os ovos liberados passaram pela contagem. Cada ensaio foi

repetido trés vezes em duplicatas na temperatura de 22 °C + 2 °C.

5.3.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o GraphPad Instat® (versao 5.0 para
Macintosh OSX, GraphPad Software, San Diego, CA). As diferencgas significativas
entre as médias foram avaliadas pela andlise de variancia unidirecional (ANOVA)

seguida por comparagao post-hoc com o teste de Bonferroni.

A ANOVA é uma ferramenta estatistica bastante utilizada para testar a igualdade
de trés ou mais médias populacionais, capaz de examinar diferencas observadas nas
meédias dos grupos. A analise post-hoc é uma etapa usualmente realizada apos a
ANOVA, ja que este procedimento estatistico é utilizado para analisar padrées nos
dados que nao foram determinados anteriormente. Ja o teste de Bonferroni, tem como
objetivo ajustar o valor de significancia do teste baseado no numero de comparagdes

para diminuir a chance de erro'%°,

5.4 RESULTADOS E DISCUSSOES DAS AVALIACOES TOXICOLOGICAS

5.4.1 Sobrevivéncia e desenvolvimento larval

Ensaios de sobrevivéncia podem ser usados para acessar a toxicidade de
novos compostos. Testamos a viabilidade do C. elegans exposto as NPs de a”-Fe1sN2
por 1 h no estagio larval de L1. Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi
observada entre os grupos controle e tratados, conforme mostra a Figura 43. Mesmo
na maior concentragao testada, de 10 mg/ml de NPs de a”-Fe1sN2, ndo houve indicios
de mortalidade dos C. elegans expostos (Figura 43). Se compararmos com as
concentracdes utilizadas para os testes de toxicidade indicados na Tabela 7, a
concentragao de 10 mg/ml é superior. Diferentemente de outros modelos animais, nao
ha um protocolo padrao usado para a avaliacdo da toxicidade de NPs. Neste estudo,

adaptamos o tempo de tratamento (1 h) para os vermes em L1, pois 0s mesmos nao
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podem ficar um tempo excessivo sem comida para que o estagio larval dauer nao seja
ativado, assim como sistemas antioxidantes. O sistema de tratamento foi escolhido
devido a pequena quantidade disponivel de amostra de NPs de a”-Fe1sN2.
Ressaltamos também que a bactéria E. coli nao foi adicionada durante o tratamento
para evitar que a mesma metabolizasse as NPs de a’-Fe1sN2 antes que o verme

pudesse acessa-las.
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Figura 43 - Curva concentragao-resposta da sobrevivéncia do C. elegans apos da exposigdo aguda as
NPs de a’-Fe1sN2. Animais sincronizados no estagio larval L1 foram expostos por 1 h, lavados e
transferidos para placas NGM contendo bactéria E. coli OP50. Os vermes vivos e mortos foram
contabilizados diariamente até o estagio larval L4. Os resultados foram apresentados em porcentagem
da média de animais vivos + SEM (Erro padrao da média) de cinco experimentos independentes em
duplicata. Nenhuma diferenca estatistica foi observada comparando os grupos ao controle (NaCl 0,9
%) por ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni.

Além disso, avaliamos a progressao dos estagios larvais, a qual ocorre em
tempos estabelecidos como mostra a Figura 44. As NPs de a’-Fe1sN2 nao alteraram
significativamente o desenvolvimento do C. elegans (Figura 44). Sendo assim, nas

condicOes de tratamento utilizadas, as NPs de a”’-Fe1sN2 ndo geraram toxicidade.



100

-
-
[=]

-
£
~
=

Dia (L1)

-
=
=}

80

% vermes

40

817

60 H3
B L4
O

20

0

: & N 0 e a2 o
o ;

i ' mg/ml NRsa"-FeqgNy

I-2 140 B
- Dia 2 (L2/L3)

A S T G

Iy by
I |
I 1

ma/ml NFs " -Feyg Ny

-y
=
=

o
=

OL1
gLz
EL3
B L4
O Adulto

T

% vermes
o
£=]

-
=

]
=]

< 13

=

>
o
00

-
e
=

L]

4
/.
=
=

g : L4 Dia 3 (L4)

i

-
-] =1
= 1=}

% vermes
[=:]
=

-y
=

.
[
-

) bl D
» - = '60 o L% e e A \Q.

o~ I |
° mgiml NPsa"-Fe N

\/ 140 D
Adult
/ i el Dia 4 (Adulto)

/ o 10— = = /= ==
L
£ £ 0L
;' > 60 gLz
= = EL3
of 40 L4
4 0 Adulto

N

=

— N RO
L
& ' mg/ml NRsa"-FessNg '

Figura 44 - Desenvolvimento larval do C. elegans apos a exposigdo as NPs de a’-Fe1sN2. Animais
sincronizados no estagio larval L1 foram expostos por 1 h, lavados e transferidos para placas NGM
contendo bactéria E. coli OP50. Os estagios larvais foram avaliados diariamente: dia 1 (A), dia 2 (B),
dia 3 (C) e dia 4 (D). Os resultados foram apresentados em porcentagem da média de animais em
cada estagio larval + SEM (Erro padrdo da média). Nenhuma diferenca estatistica foi observada
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comparando os grupos ao controle (NaCl 0,9 %) por ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni.
Os graficos representam a média de 5 experimentos realizados em duplicatas.

5.4.2 Batimento faringeo, ciclos de defecacdo e movimento

O comportamento do C. elegans pode ser afetado por substancias téxicas
como metais, pesticidas e drogas3?'%, Conforme a Figura 45, a exposigdo as NPs de
a’-Fe1sN2 n&o modificou significativamente os ciclos de defecacdo e movimentos do

C. elegans nas concentragdes testadas.
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Figura 45 - As NPs de a’-Fe1sN2 ndo modificaram os comportamentos de movimento e ciclos de
defecacdo no C. elegans. Animais sincronizados no estagio larval L1 foram expostos por 1 h, lavados
e transferidos para placas NGM contendo bactéria E. coli OP50. Os ciclos de defecagao (A) e curvaturas
corporais (B) foram observadas em vermes no estagio larval L4 (44 h). Trés tempos entre as defecagdes
foram considerados e as curvaturas observadas por 20 s. Os resultados representam a média + SEM
(Erro padréo da média) de trés experimentos independentes, n=6. Nenhuma diferencga estatistica foi
observada comparando os grupos ao controle (NaCl 0,9 %) por ANOVA de uma via seguida de teste
de Bonferroni.

O comportamento alimentar pode ser caracterizado pelas contagens de
batimento faringeo que ocorre no segundo bulbo da faringe (Figura 46 (a)). A
frequéncia dos batimentos aumentou significativamente apenas na menor
concentragéo testada (0,5 mg/ml de NPs de a”’-FeisN2, p < 0,05, Figura 46). Nesse

sentido, a exposi¢cado gerou um aumento na frequéncia alimentar do verme.
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Figura 46 - Comportamento alimentar do C. elegans apds a exposi¢cao as NPs de a’-Fe1sN2. Animais
sincronizados no estagio larval L1 foram expostos por 1 h, lavados e transferidos para placas NGM
contendo bactéria E. coli OP50. O segundo bulbo da faringe indicado em (A) e a contagem de
batimentos faringeos (B) foram observados em vermes no estagio larval L4 por 10 s e normalizados
para 1 min. O asterisco* indica a significancia estatistica (p < 0.05) por ANOVA de uma via seguida de
teste de Bonferroni. Seis vermes sao verificados em cada experimento e os ensaios realizados quatro
vezes.

5.4.3 Perfil reprodutivo

A reproducéo de C. elegans pode ser avaliada através da contagem de ovos
dentro do utero (Figura 47 (a), o que indica o ovo produzido por vermes. Além disso,
€ possivel verificar o numero de ovos depositados (Figura 47 (c), que infere a
eficiéncia da contragao especializada dos musculos especificos que abrem a vulva e
permitem que os ovos sejam expelidos. Avaliamos os dois parametros em C. elegans
expostos as NPs de a’-Fe1sN2. A produgao de ovos (Figura 47 (b) foi reduzida a partir
de 0,5 mg/ml de NPs de a”’-Fe1sN2 (p <0,05) quando comparado ao grupo controle. A
reducao foi mais evidenciada nas concentracées mais altas de NPs de a”’-Fe1sN2 (1,0,
2,5, 7,5 mg/ml, p <0,01; 5,0 e 10,0, p <0,0001; Figura 47 (b)). J& o numero de ovos
postos foi reduzido significativamente apenas na concentragdo mais alta testada (10,0

mg/ml).



103

Ovos/ verme

2 “ Q ] O ) O

0560 :Qﬂ Moy q,'\ n A \Qﬁ
o
© mg/ml NRsa"-Fe N,
25~ D
204 T =~
E d= - T T
§ 15 T
S 10-
=
(@]
5.
0 T 1 1 1 L L L]
ﬁ&a IQ? :\? qf-.) é:.?' f\o-.) '\q?
> I
® mg/ml NPsa."-Fe N,

Figura 47 - Modificagdes reprodutivas apds a exposicéo do C. elegans as NPs de a”’-Fe1sN2. Os animais
sincronizados no estagio larval L1 foram expostos por 1 h, lavados e transferidos para placas NGM
contendo bactéria E. coli OP50. A reproducéao foi observada em vermes adultos (dia 1,72 h apos o
tratamento). Ovos dentro do Utero (ovoprodugéo) e (B) e ovos postos (D) foram contados. A fleche
vermelha indica a posi¢cao da vulva (A) e as azuis, os ovos (C). Seis vermes foram individualmente
observados em trés diferentes experimentos. Data foram apresentados em média + SEM (Erro padréo
da média). * p<0,05, *** p<0,001, **** p< 0,0001 indicam diferencgas significativas comparando os grupos
tratados ao grupo controle por ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni.

Os mecanismos inerentes das alteracbes no comportamento reprodutivo sao
multifatoriais incluindo modificagcbes na sinalizacdo de neurotransmissores e
dinamicas metabdlicas, visto que os ovos sao formados a partir do direcionamento de
nutrientes®. Os neurotransmissores controlam a postura dos ovos, a exemplo da
serotonina que estimula a postura de ovos pela regulagdo nas células vulvares'"”.
Além disso, alteragbes sutis no desenvolvimento podem gerar modificagbes na
reprodugdo. Ainda que nao significativo, observamos a presenga de alguns vermes
em estagio larval atrasado durante as avaliagdes de desenvolvimento o que poderia

justificar a redugao na produgao de ovos (Figura 44). Como a determinacao do perfil
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reprodutivo gera menos subjetividades, alteragdes sutis no desenvolvimento podem
ser identificadas. A reducao na reproducao também foi observada apds a exposi¢cao
a outras NPs metalicas como as NPs de Au'%. Mesmo sem avaliagédo da absorgéo e
bioacumulagao (ainda sendo processada), a redugéo no perfil reprodutivo denota que
houve uma resposta induzida pelas NPs de a’-Fe1sN2 no C. elegans, ou seja, uma

acao endogena.

Em suma, o presente estudo € bastante promissor sugerindo uma fraca
interacdo nano-biolégica no C. elegans, pois ndao houve redugao significativa na
sobrevivéncia, ou alteragcbes no desenvolvimento, no perfil alimentar, excregdo e
movimento. Sendo assim, os resultados da avaliagdo toxicologica norteiam a
conducgao de futuras investigagcdes das propriedades farmacologicas das NPs a’-

Fe1sN2 em modelos experimentais mais complexos.
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6 CONCLUSOES

Nanoestruturas de nitreto de ferro cristalinas foram produzidas por ablagéo a
laser usando o modo fundamental e os modos harménicos do laser pulsado de
Nd:YAG. Diferentes fluéncias de laser no alvo de ferro metalico imerso em nitrogénio
liquido foram testadas. Em especial, demonstrou-se a viabilidade de producgao por
processo de etapa unica de nanoestruturas monofasicas de a’-Fe1sN2, e-FesN e (-
Fe2N ajustando o comprimento de onda e a fluéncia do laser de acordo com o

interesse.

Foi possivel produzir nanoestruturas de a”-Fe1sN2 com fluéncias do laser de 1,0
Jicm? usando os comprimentos de onda de 355 nm e 532 nm. No entanto, no que se
refere ao melhor controle da fase de a’-Fe1sN2 e tamanho das NPs, a amostra obtida
com uma fluéncia de 1,3 J/cm? sob irradiagédo do alvo de ferro com laser IR de 1064

nm destacou-se.

As nanoestruturas de ¢-Fe2N foram produzidas com fluéncias mais baixas do
IR do laser Nd: YAG e suas morfologias mostram formas irregulares ao lado das
formas tipo plaquetas com tamanhos na escala nanométrica. Com a fluéncia fixa de
1,0 J/cm?, os maiores comprimentos de onda do laser permitem controlar o perfil de
tamanho e a dispersdo das nanoestruturas produzidas. Nesta fluéncia do laser
também foi possivel obter NPs esféricas de até 30 nm de didmetro na fase unica ¢-

FesN, mediante irradiagdes do alvo de ferro com o laser em 266 nm.

As nanoestruturas de nitreto de ferro produzidas foram coletadas e
armazenadas por periodos de varios meses em suspensao no alcool isopropilico e
solucao salina. Em ambos os casos, as nanoparticulas em suspensao e também em
agregados suportados sobre superficies de carbono e de ouro expostos a feixes de
elétrons e laser demonstraram-se altamente estaveis, sem quaisquer evidéncias

experimentais de mudangas em suas estequiometrias e suas estruturas cristalinas.

Dessa forma, o método de produgao de nanoparticulas de nitretos de ferro
utilizado neste trabalho demonstrou-se bastante eficaz para obtencdo de fases

complexas de nitreto de ferro e inclusive metaestaveis, como a a’-Fe1sNo.

Em particular, nanoparticulas de a”’-Fe1sN2 foram obtidas em diversas amostras

deste trabalho mediante diferentes combinag¢des de comprimentos de onda e fluéncias
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de laser. Essas nanoestruturas em particular apresentam inumeras propriedades de
interesse tecnologico que ainda nao se converteram em produtos tecnoldgicos devido
a dificuldade e custo de sua producdo, que € comumente alcangcada por processos

complexos de nitretacao multipassos.

Neste trabalho, demonstramos, além da obtencédo de nanoparticulas de a’-
Fe1sN2, também a viabilidade concreta de seu emprego em nanomedicina. A avaliagéao
toxicologica das nanoparticulas de a”-Fe1sN2 no modelo animal C. elegans mostrou
que as mesmas nao induziram letalidade no verme, bem como n&o alteraram o
movimento, defecacdo, desenvolvimento larval e comportamento alimentar. A
producdo de ovos pelo C. elegans foi comprometida pela exposicado as NPs de a’-
Fe1sN2. Tais resultados sugerem que as NPs de a’-Fe1sN2 sdo altamente promissoras
para testes experimentais em modelos experimentais superiores. Além disso, mais
estudos sao necessarios para avaliar as vias responsaveis pelos efeitos observados,
incluindo a reproducao. Os estudos de carreamento magnético de farmacos in vivo
serdao desenvolvidos como desdobramentos deste trabalho, visando a geracao de

produto tecnoldgico.

Finalmente, destacamos que este trabalho vem também eliminar uma lacuna
na literatura sobre a producéo de nanoestruturas de nitreto de ferro por ablacéo a laser
em um ambiente saturado com nitrogénio e incentivar o uso dessa técnica para a
producdo simples e em uma etapa desses nanomateriais com tao alto interesse

tecnologico.
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