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I.  Obiectivele si motivatia

Compusii pe baza de metal si bor, asa cum sunt si particulele de fier si bor, prezinta o
varietate de posibile aplicatii, ca si catalizatori, materiale magnetice, materiale electronice etc
!, datoritd compozitiei lor structurale si a ariei mari a suprafetei comparativ cu volumul 22,
Marele avantaj datorat utilizarii borului in structura nanoparticulelor (NPs) de fier a fost deja
investigat anterior *. Tn special Narita et al. a demonstrat ci nanoparticulele pe baza de FeB
aratd o protectie mai mare impotriva oxidarii si uzurii, dar si faptul ca, caracterul izolator al

borului contribuie la reducerea interactiunii magnetice dintre nanoparticule.

Tn acest studiu, nanoparticulele de FeB au fost investigate pentru aplicatiile lor ca si
agent de contrast in MRI. Idea folosirii nanoparticulelor bazate pe fier in acest domeniu a fost
deja discutata in trecut °. Mai intai am infatisat proprietatile morfologice, structurale, chimice
si magnetice ale nanoparticulelor de FeB fabricate folosind o sursa de clustere de ioni (ICS)
bazata pe tehnica de sputtering si incarcatd cu o tinta cu compozitia chimica atomica de
FesoBso. Sursa de clustere de ioni este o metoda de sputtering pentru fabricarea
nanoparticulelor, care are ca avantaj operarea in mediu de vid ultra-inalt, permitand astfel o
puritate chimica ridicata. Mai mult, dimensiunea si fluxul nanoparticulelor, fabricate prin
aceasta tehnicd, sunt independente de conditiile substratului. Tehnica permite deasemenea
oxidarea sau nitrurarea nanoparticulelor intr-un mod controlat, prin ajustarea fluxului de
oxigen sau de azot, in timpul procesului de depozitare °°. Desi rezultatele raportate in prima
parte a acestui studiu pot fi catalogate ca fiind mai mult fundamentale decat aplicate, o astfel
de fabricare si caracterizare a nanoparticulelor este necesara pentru viitoarele aplicatii Tn

medicina ca si agent de contrast in MRI.

In continuare, functionalizarea cu PEG a suprafetei nanoparticulelor a fost obligatorie
pentru a evita eliminarea rapidd a acestora din circulatie, cauzatd de posibila lipsa a
biocompatibilititi sau a stabilitatii coloidale in solutia apoasa **'*. Legarea lanturilor chimice
specifice ale PEG-ului de suprafata nanoparticulelor, dar si schimbarile chimice si structurale,
au fost investigate. Au fost realizate doua tipuri diferite de atasare a PEG-ului de suprafata
nanoparticulelor. Mai intai, pentru investigarea atasamentului PEG-ului si a schimbaérilor in
proprietatile chimice si structurale, depozitul de nanoparticule a fost direct functionalizat pe
substratul de siliciu. Dupa aceasta, pentru investigarea imbunatatirii contrastului,

nanoparticulele au fost mai intai separate de pe substrat si doar apoi functionalizate cu

polyethylen-glycol (PEG).
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Analizele MRI ‘in vitro’ au fost realizate aplicand un camp magnetic de 7 T. Acest
aspect este important, tindnd cont ca analizele clinice, pentru investigarea imbunatatiri
contrastului nanoparticulelor in MRI, se realizeazi la ciAmpuri magnetice mai mari .
Raspunsul ca agent de contrast in MRI al nanoparticulelor de FeB, atat neacoperite cat si

acoperite cu PEG, este promitator pentru viitoarele studii ‘in vivo’.
Teza este impartitd in cinci capitole, dupa cum urmeaza:

Primul capitol aminteste cateva caracteristici despre fabricarea nanoparticulelor
superparamagnetice si aplicatiile lor in domeniul biomedical. Tn mod special, aplicatiile
nanoparticulelor ca si agent de contrast In MRI si factorii care influenteaza eficienta acestora,
cum sunt dimensiunea, biocompatibilitatea, modificarea suprafetei, au fost discutate.

Tehnicile de imagistica existente au fost deasemenea amintite.

Capitolul 11 descrie procedurile de fabricare (ICS) si de acoperire (functionalizare cu
PEG) a nanoparticulelor, dar si cateva principii de baza ale tehnicilor si echipamentelor

utilizate pentru analiza nanoparticulelor de FeB.

Capitolul III infatiseaza studiul proprietatilor morfologice, chimice, structurale si
magnetice ale nanoparticulelor fabricate utilizand o sursa de clustere de ioni (ICS). Un flux
de azot a fost utilizat in timpul procesului de depozitare pentru a reduce nivelul de ozidare.
Analizele realizate prin AFM si TEM au fost utilizate pentru a investiga dimensiunea
nanoparticulelor din punct de vedere al inaltimii si respectiv al diametrului. Masuratorile
TEM au fost deasemenea folosite pentru a determina natura amorfa sau cristalina a
depozitului de nanoparticule. Evolutia chimicad cu adancimea a fost urmarita prin masuratori
XPS, realizate pe proba fabricata initial, dar si dupa diferiti timpi de bombardament cu ioni
de Ar’, pani la 490 de minute, corespunzand unui interval de adancime intre 0 si 38.5 nm.
Masuratorile SQUID au fost implicate pentru a investiga proprietatile magnetice ale
nanoparticulelor de FeB la temperatura camerei, dar si la temperaturi joase. Deasemenea,
doua metode teoretice, si anume Langevin fit si Triple fit, au fost utilizate pentru a determina

dimensiunea superparamagnetica a nanoparticulelor.

Tn Capitolul IV au fost realizate atdt o analizi comparativa intre nanoparticulele
neacoperite si cele acoperite cu PEG, cat si o analiza in adancime a celor acoperite cu PEG.
In primul rand, pentru a demonstra atasamentul PEG-ului dar si schimbarile care apar in

proprietatile structurale si chimice, a fost investigat depozitul de nanoparticule functionalizat
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direct pe substratul de siliciu. Analiza XPS comparativa, intre scan-urile largi si spectrele de
inalta rezolutie ale nanoparticulelor neacoperite si acoperite, indica schimbari importante in
structura chimica a suprafetei. Masuratorile XPS au fost insotite deasemenea de analizele
FTIR si Raman, pentru a confirma prezenta lanturilor chimice provenite de la polyethylene-
glycol in proba functionalizata. Analiza in adancime a fost folositd pentru a investiga
structura nanoparticulelor functionalizate, dar si grosimea stratului de PEG legat de suprafata
depozitului. Schimbarile care apar la nivelul grupurilor chimice, intre suprafata si interiorul
nanoparticulelor functionalizate, au fost infatisate in intervalul 0-19.1 nm adancime.
Urmatorul pas a constat in investigarea imbunatatirii contrastului, iar pentru aceasta, au fost
utilizate nanoparticule de FeB care mai intdi au fost separate de substrat si mai apoi
functionalizate cu PEG. Nanoparticulele dispersate si functionalizate individual au fost
investigate prin masuratori UV-Vis si Zeta Potential, pentru a demonstra interactiunea
chimica dintre suprafata acestora si lanturile chimice caracteristice PEG-ului, in buna corelare
cu rezultatele XPS, Raman si FTIR obtinute pe nanoparticulele functionalizate pe substrat.
Trei concentratii diferite de nanoparticule (0.15 mM, 0.30 mM si 0.44 mM) au fost utilizate
pentru a investiga schimbarile contrastului in functie de cresterea concentratiei. Pentru a
infatisa schimbarile contrastului dupa functionalizare, nanoparticulele de FeB cu concentratia
de 0.30 mM au fost urmarite inainte si dupa functionalizare. Stabilitatea coloidala a fost

deasemenea urmarita in functie de timp, dupa dispersia in solutia apoasa.

Tn final, Capitolul V prezinta concluziile acestui studiu.

Il.  Tehnicile utilizate pentru fabricarea nanoparticulelor
I1.1. Procedura de sintezi a NPs de FeB

Probele au fost crescute la Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid, pe substraturi
de siliciu de dimensiunea 10 x 10 mm? si pe grile de carbon (pentru masuritori TEM)
folosind o Sursa de Clustere de loni (ICS) de la Oxford Applied Research ° (vezi figura 1),
conectata la o camera de vid ultra-inalt cu o presiune de baza de aproximativ 10 mbar. ICS a
fost echipata cu o sursa de sputtering (un magnetron de 2 inci) incarcata cu o tinta cu
structura FesoBso. In timpul procesului de depozitare presiunile in zona de agregare si in

sistemul de vid ultra-inalt au fost de aproximativ 10 mbar si respectiv 10 mbar.
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Figura 1: Vedere schematici a Sursei de Clustere de Ioni .

11.2. Functionalizarea la suprafata a NPs de FeB cu polyethylene-glycol

Luénd n calcul necesitatile tehnicilor de caracterizare utilizate, atasarea PEG-ului de

NPs de FeB s-a realizat prin doua metode diferite.
11.2.1. Functionalizarea directi a suprafetei depozitului de NPs

Pentru caracterizarea proprietatilor structurale si chimice, nanoparticulele au fost
functionalizate direct pe substraturile de SiOx (vezi figura 2). O solutie apoasa a fost
preparata amestecand 50 pl de PEG 400 cu 5 ml de apa deionizata ultrapura si, pentru o mai
buna dilutie, amestecul a fost agitat timp de 5 minute. Depozitul de NPs a fost suspendat in
aceasta solutie si interactiunile dintre PEG si suprafata depozitului de NPs au fost permise
timp de 4 ore la temperatura camerei **. Tn acest timp amestecul rezultat a fost agitat usor.
Dupa acest proces, Tnainte de a fi analizat, depozitul a fost spalat de patru ori in apa
deionizata ultrapura pentru a inlatura moleculele libere de PEG, si uscat in etuva (in aer) la 37

°c.
11.2.2. Functionalizarea cu PEG a NPs dispersate

In cazul analizari comportamentului ca si agent de contrast, NPs au fost mai ntai
separate de pe substratul de siliciu (vezi figura 2b). Substratul cu NPs de FeB depuse pe
suprafata lui a fost introdus in 5 ml de apa deionizata ultrapura si sonicat la temperatura
camerei, folosind baia de ultrasunete ElIma E 60 H Elmasonic. Dupa separarea de substrat,
interactiunile dintre NPs au fost aproape neglijabile, acestea fiind bine dispersate in solutia
apoasd. Acest comportament va fi prezentat in detaliu Tn Capitolul 111, unde va fi infatisata

lipsa interactiunii din punct de vedere magnetic dintre NPs.
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Pentru a obtine o imagine comparativa relevantd intre NPs de FeB nelegate si cele
legate de PEG 1n acelasi mediu, au fost preparate doua solutii dintre care una a fost

amestecata cu solutia apoasa de PEG.

Astfel, N PEG structure: H-(0-CH2-CH2)n-OH

ferofluidul format a

PEG chain
fost adaugata 0 | L‘Ll [_/—"
NPs ) g Wl

cantitate de 50 pl de
PEG 400, compusul VA

rezultat  fiind  usor ’f;/ ] &&{Q’M
. . 13
agitat timp de 4 ore . / PEG chains
(b)

deposit 40

Si wafer
Pentru a inlatura @)

moleculele de PEG  Figura 2: Reprezentare schematicd a depozitului de NPs functionalizat (a)
. 5 a NPs dispersate si functionalizate (b) cu poletiplene-ghyeol (PEG)
nelegate si pentru a
obtine un ferofluid stabil, evitand astfel eventualele agregari inter-particule, solutia a fost apoi

centrifugata la o viteza de 15000 rpm, cu ajutorul echipamentului Micro 22 Hettich.

I1l.  Cresterea si caracterizarea nanoparticulelor de FeB
111.1. Caracterizarea morfologica: AFM

AFM a fost utilizat pentru a caracteriza depozitul pe substratul de siliciu. inatimea si
densitatea particulelor au fost extrase din imaginile AFM si corelate cu parametrii de lucru ai
ICS: puterea magnetronului, fluxul de sputter cu Ar, fluxul de sputter cu azot si lungimea de
agregare, marimea aperturii fiind fixatd . Parametrii de lucru au fost ajustati pentru a
obtine un flux mare de nanoparticule cu inatimea medie apropiata de 15 nm. Nanoparticulele
cu o astfel de dimensiune este posibil sa prezinte o circulatie destul de lunga in mediile

15,16

biologice si ar trebui sa aiba un comportament superparamagnetic, ca si in cazul

nanoparticulelor pe baza de oxid de fier (Fes04, Fe;,03) cu o dimensiune similara 1317 Tn
figura 1a am expus 0 imagine reprezentativa care a fost inregistrata pe un deposit unde NPs
au dimensiunea si rata de depozitare ca cele folosite in acest studiu. Parametrii de lucru
corespunzatori au fost : lungimea de agregare de 100 mm, fluxul de Ar de 100 sccm, fluxul
de azot de 0.5 sccm, puterea magnetronului de 43,5 W si timpul de depozitare de 30 s care a
dat o ratd de depozitare apropiata de 9 NPs s™.um?. Distributia inaltimilor in figura 1b a fost

extrasa din mai multe imagini ca si cea prezentata in figura 1a. Aceasta a insumat un total de
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767 entitati distribuite Tn 2 populatii distincte de NPs, determinarea indltimilor medii
realizandu-se utilizand distributia lognormala ‘®. Prima populatie a avut initimea medie de
Nmean = 2.0 nm cu o deviatie standard de on = 0.6 nm. Aceasta populatie reprezinta
aproximativ 30% din Tntreaga cantitate de NPs si 0.13% din greutatea totald. Cea de-a doua
populatie a avut 0 inatime medie de hyean = 14.3 nm cu 0 deviatie standard de o, = 2.6 nm.
Dupa cum s-a dedus din distributia dimensiunilor, populatia de nanoparticule mai mari este
dominanta atat din punct de vedere al numarului cat si al masei lor. Este de asteptat ca intr-un
camp magnetic aplicat, semnalul magnetic provenit de la nanoparticulele mai mici sa fie

aproape neglijabil in comparatie cu cel provenit de la nanoparticulele mai mari.

Pmean= 2.0 Nnm (b)
c,=0.8nm

60 -

40 Nmean = 14.3 NM

o p=3.7nm

Number of events

20 -

0 = ‘ , e

5 10 15 20 25
Height of clusters (nm)

Figura 1: (@) Imagine AFM de 1 um’ a nanoparticule

de Fes,Bs) depozotate pe substrat de siliciu; (b)

histograma distributiei indaltimii extrase din trei

imagini. Histograma a fost realizatd asumdnd

distributia lognormala.

I11.2. Caracterizarea structurala: TEM

Pentru a stabili forma nanoparticulelor au fost realizate masuratori TEM. Chiar daca
AFM este potrivita pentru a determina inatimea si densitatea nanoparticulelor, aceasta tehnica
nu ne poate da informatii despre diametru datorita convolutiei inerente dintre tip si
nanoparticule *°. Astfel, distributia diametrului nanoparticulelor a fost determinata folosind
imagini TEM cu vedere plana, asa cum este cea prezentata in figura 2a. Imaginile TEM au
aratat 0 distributie omogena din punct de vedere al diametrului si lipsa agregarii ntre
particule. Deasemenea a fost evidentiata lipsa cristalinitatii, nanoparticulele avand o natura
amorfa. De notat ca aceasta natura amorfa a NPs de FesoBsp este comparabila cu natura
amorfa a filmelor subtiri pe baza de fier si bor, unde faza cristalind este observata doar pentru

concentratii atomice ale fierului mai mari de 80% 2.
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Distributia diametrului extrasa din analiza mai multor imagini TEM este infatisata in
figura 2b. Numarul total de evenimente folosit in distributia dimensiunii este de 315 si, ca si
pentru distributia pe inatime, a fost utilizata functia lognormala pentru a calcula diametrul
mediu. Astfel, diametrul mediu si deviatia standard rezultate sunt dmean = 10.1 nm si o4 = 1.8
nm. Luand in calcul inatimea medie si diametrul mediu masurate, dar si deviatiile standard
ale acestora, se poate afirma ca NPs de FeB au o forma sferica. Deviatia mai mare dintre
indtimea si diametrul masurate, in comparatie cu alte sisteme ’, poate proveni de la caracterul
higroscopic ridicat al NPs de FeB care da 0 indtime ugor mai mare cand sunt masurate in
modul dinamic. Aceasta indica faptul ca nanoparticulele nu sunt deformate Tn timpul
procesului de depozitare, datorita unei “aterizari usoare”, dupa cum deja s-a aratat in alte
studii ’. Datorita contrastului scazut dintre grilele TEM acoperite cu carbon si nanoparticulele

de FeB, ne-a fost imposibil sa observam populatia mai mica de nanoparticule.

40

(b) dpean=10.2 nm
G 4=2.4nm

Number of events
N w
o 1=}
| 1

-
o
|

0 5 10 15 20
2! Diameter of clusters (nm)
N Figura 2: (a) Imagine TEM de 170 x 170 nm’ a
S8 nanoparticulelor de Fes,Bs, depozitate pe grild TEM
. acoperita cu grafene; (b) histograma distributiei
diametrului extras din mai multe imagini TEM.
Histograma a fost realizatd asumdnd o distributie
lognormala.

111.3. Caracterizarea chimica: XPS

Analiza XPS s-a realizat pe o proba formatd din mai multe straturi de NPs de FeB
pentru a minimiza semnalul de fotoemisie provenit de la substratul de siliciu. Grosimea
acestei probe a fost determinata de masuratorile SEM ca fiind de 350 nm (vezi figura 3a).
Depozitul a fost transferat din ICS in camera de analiza XPS (fiind expus la aer n timpul
transferului) si masurat initial si dupa diferiti timpi de sputtering pentru a investiga profilul pe
adancime al structurii NPs din punct de vedere al compozitiei chimice. Bombardamentul cu
ioni de Ar* sau coroziunea a fost realizati pana la 490 de minute. Adancimea corespunzatoare
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a fost calculata luand in calcul faptul ca rata de coroziune este similara cu cea a compusului
de FePd 2! Tinand cont de aceasta presupunere, adancimea maxima a fost gasita ca fiind 38.5
nm. Figura 3b arata scan-urile XPS extinse pentru proba initiala si dupa diferite adancimi
intermediare pana la 38.5 nm. Componentele elementelor prezente in proba sunt indicate.
Dupa cum se poate observa, componentele care reprezinta O 1s si C 1s sunt cele mai intense
la suprafata probei analizata initial, dupa depozitare (spectrul de jos), datoritd contaminarii
atmosferice aparute Tn timpul transferului. Tn urma bombardamentului cu Ar®, intensitatile
relative ale varfurilor XPS, care apartin celorlalte elemente, cresc ca rezultat al inlaturarii
contaminarii atmosferice. Dupa cum poate fi observat in figura 3, componenta C 1s este
destul de intensa chiar si la adancimea maxima. Acest comportament este datorat porozitatii

8

ridicate a depozitului ® care permite penetrarea carbonului in adancime, in interiorul

straturilor de NPs, Tn timpul transferului efectuat Tn conditii atmosferice.
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Figura 3: (a) Imagine SEM ilustrédnd grosimea depozitului de nanoparticulelor de Fes,Bs; de pe substratul
de siliciu; (b) Scan-urile XPS largi ale NPs de FeB depozitate inifial si dupd diferifi timpi de sputtering; (c)
Vedere schematicd a depozitului de NPs dupd diferite nivele de bombardament cu ioni de argon.

Tnainte de a trece la o analiza in delatiu a diferitelor specii chimice prezente in proba
n functie de distanta fata de suprafata, mai intai am infatisat in figura 4a evolutia in functie
de adancime a elementelor de interes Fe, B, N, O si C (in procente atomice) extrase din scan-
urile XPS extinse ca si cele prezentate in figura 3. In graficul din figura 4a semnalul XPS
provenit de la Si 2p a fost ignorat, avand in vedere faptul ca nu contine informatii despre
depozitul de NPs. Desi neglijabila, contributia la semnalul O 1s a oxidului de siliciu a fost
deasemenea extrasa din evolutia oxigenului cu adancimea prezentata in figura 4a. Acest lucru
a putut fi realizat prin deconvolutia spectrului O 1s, dupa cum va fi detaliat mai tarziu.
Graficul din figura 4a indica o cantitate foarte mica (aproximativ 3%) si stabila de azot in
interiorul straturilor de NPs, Tn comparatie cu continutul mare de C 1s care scade semnificativ
cu cresterea distantei fatd de suprafata. In timp ce scidderea puternici a concentratiei de
carbon este pusi pe seama contaminarii atmosferice ** a straturilor poroase de nanoparticule

8 continutul scizut si stabil de azot este probabil sa indice faptul ca provine de la sinteza
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nanoparticulelor.  Figura 4a arata
deasemenea un comportament similar al
borului, fierului si oxigenului, a caror
concentratie creste usor odatd cu
cresterea distantei fatd de suprafata,
atingand rapid un echilibru. Un astfel de
comportament este in concordantd cu
ideca ca oxigenul actioneaza ca un ligant
intre fier si bor, dupa cum a fost raportat
in literatura 1in cazul structurilor
nanometrice de FesBOs 2°. Deasemenea
este interesant faptul ca oxigenul este
dominant la toate adancimile investigate
ale filmului, facand exceptie suprafata
exterioara, unde carbonul din
contaminare este dominant. Aceasta
reflecta clar faptul ca oxigenul a penetrat
foarte eficient Tintre straturile de
nanoparticule, avand n vedere faptul ca
nu este de asteptat ca sa participle in
procesul de fabricare, care este realizat
in conditii de puritate ridicati. Tn
graficul din figura 4b am reprezentat

concentratiile atomice ale fierului si

Sputtering time (min)
0 100 200 300 400 500
50 L N | N 1 N 1 L i N 1
(a)
—_ 0 o
=
& 40
=
g 30-
2
2 2“'
&
E 10- e Fe
5 i i _ N
o ——— - ‘ - (b}
80 ¢
70 - B
60 - e —+—*— v

Atomic Percentage (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Distance from surface (nm)
Figura 4: (a) Evolutia conceniratiei atomice a
elementelor de interes in functie de distanta faid de
siprafata  depozitului; (b) evolutia concentratiei
atomice a fierului si borului in functie de distanta
fatd de suprafata depozitului.

borului in functie de distanta fatd de suprafati. In aceasti analizi, concentratiile atomice ale

celorlalte elemente au fost ignorate. Surprinzator, este observat ca starea stoichiometrica

(FesoBso) nu este niciodata atinsa, evidentiind o cantitate mai ridicata de bor care este

probabil datorata procesului de fabricare si in particular, unui randament de sputtering mai

ridicat Tn cazul borului decat in cazul fierului %*.

Pentru o intelegere mai buna a compozitiei chimice a nanoparticulelor si a evolutiei

acesteia 1n functie de distanta fata de suprafata depozitului, prezentam o analizd detaliata a

spectrelor de inalta rezolutie ale N 1s, Fe 2p, B 1s si O 1s.
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Desi este mic in comparatie cu celelalte elemente (vezi figura 4a), este interesant de
investigat natura diferitelor componente ale spectrului de inalta rezolutie al N 1s. Dupa cum
este evidentiat In figura S5a, sunt identificate doua contributii Ssub anvelopa acestuia,
Tnregistrat la suprafata depozitului, dupa 18 nm si dupa 38 de nm fata de suprafata. Cea mai
intensa contributie, care apare la energia de legatura de 399.5 - 400 eV, poate fi atribuita
legaturilor N-O, Tn timp ce componenta mai putin intensa de la 398-398.5 eV, legaturilor N-B
2 Contributia mai ridicata a legaturilor N-O este in concordanti cu concentratia ridicatd de
oxigen la toate adancimile investigate ale filmului (vezi figura 4a). Dupa cum va fi aratat mai
jos, legaturile oxigenului cu fierul si borul sunt predominante peste celelalte legaturi chimice.
Profilul din figura 5b deasemenea reflecta faptul ca azotul se leaga preferential de oxigen
decét de bor si ca, compozitia chimica atinge o faza stabila la aproximativ 15 nm de la

suprafata depozitului, care corespunde aproximativ unui strat de nanoparticule.
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\ rezolutie al N 1s mdsurat la suprafata depozitului
(jos), la 18 nm distanta fata de suprafatd (mijloc) si
la 38 nm distantd fatd de suprafata (sus); (b)
evolutia componentelor spectrului N 1s in functie de
distanta fata de suprafata depozitului.
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Ne-am indreptat apoi atentia catre figura 6, unde au fost representate deconvolutia
spectrului de Tnalta rezolutie al Fe 2p (figura 6a) si evolutia rezultata, in functie de distanta
fata de suprafata depozitului, a diferitelor specii (figura 6b). Dupa cum poate fi observat n
figura 6a, forma si valorile energiei de legatura ale celor doua maxime, Fe 2p;s; si Fe 2psp,, ale

spectrului de inalta rezolutie suferda o evolutie puternica odata cu cresterea distantei fata de
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suprafata depozitului. Aceasta indica foarte clar existenta mai multor entitati in interiorul

componentelor masurate.

Astfel, am realizat o deconvolutie a spectrelor de inalta rezolutie ale Fe 2py; si Fe
2pay2 cu diferite componente, care la randul lor au fost atribuite speciilor Fe®, Fe?* si Fe®*, in
buni corelare cu literatura 2>?°3!, Componentele marcate cu a; si a, corespund fierului
neoxidat (starea Fe®) in timp ce componentele by si b, corespund starii Fe?*. Starile Fe** sunt
reprezentate de componentele c; si C,, iar componentele b;’, b,’, ¢;’si €’ reprezinta structurile
satelitilor Fe?* si Fe**. Dupa cum poate fi observat in figura 6b, starea dominanta de-a lungul
intregii adancimi studiate este Fe®*. inca din primele stagii de sputtering cu ioni de Ar’
ambele stari, Fe?* si Fe**, sufera schimbari importante in concentratie. Tn timp ce starea Fe*
se stabilizeazd, starea Fe?* scade cu cresterea adancimii, Tmpreuna cu o crestere a
concentratiei fierului in starea Fe°, care nu a fost prezent la suprafata depozitului. Dupa cum
este detaliat in aceasta discutie, diferitele stari in care exista fierul sugereaza faptul ca atomii
de fier nu se leaga de cei de bor sau de azot, ci mai degraba de cei de oxigen, dupa cum a fost

ardtat si in literatura 32
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] e | Figura 6: (@) Deconvolutia spectrului de inaltd
. \:k‘ : rezolutie al Fe Z2p mdsurat pentru NPs de FeB
Ba— § depozitate initial si dupd diferiti timpi de sputtering.
1 . Componentele a;, a, corespund fierului neoxidat
b , (starea Fé') in timp ce componentele b, si b
D nm - ) p R P 2
= corespund stdrii Fe’~. Starile Fe’~ sunt reprezentate
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structurilor satelitilor; (b) Evolutia speciilor Fe'~,
Fe'™ si Fé' in functie de distanta fatd de suprafata
depozitului de NPs de FeB.

Ca si in cazul spectrelor de inalta rezolutie ale N 1s si Fe 2p, cel al B 1s a fost
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deasemenea inregistrat si analizat in detaliu, dupa cum se poate vedea in figura 7a. Trei
componente diferite au fost utilizate in deconvolutia spectrului de inalta rezolutie al B 1s.
Componenta de la energia de legatura cea mai joasa (190.4-190.6 eV) este atribuita
legiturilor B-N ****% in timp ce componenta de la energia de legatura cea mai ridicata
(193.4-193.6 eV) este asociatd formarii oxidului stoichiometric B,Os **. Componenta
intermediara, gasita la 192.2-192.4 eV, este asociata prezentei oxidului sub-stoichiometric
B,O, %, Este interesant de mentionat ca nu exista nici o componentd, la 188 eV, care ar

#indicand faptul ca atomii de bor sunt

putea semnifica existenta legaturilor B-Fe
preferential legati de atomii de oxigen si azot mai degraba decat de cei de fier. Dupa cum
poate fi observat in figura 7b, cantitatea de B-N este semnificativ mai mica decét cea de B-O.
Aceasta caracteristica este in buna corelare atat cu concentratia mica de azot din deposit, cat
si cu un studiu anterior “°, unde acest comportament este datorat unui proces de nitrurare mai
putin favorizat decét cel de oxidare al speciilor de bor din punct de vedere termodinamic.
Deasemenea este remarcabilda concentratia constantd a legaturilor de B-N de-a lungul
adancimii studiate. Situatia este diferitd in cazul evolutiei oxidului sub-stoichiometric B,0O;
si stoichiometric B,Os. Tn timp ce concentratia oxidului sub-stoichiometric scade odata cu
cresterea distantei fata de suprafata, concentratia de oxid stoichiometric sufera un trend opus,

infatisand o variatie puternica in gradul de oxidare al borului in functie de adancimea in

depozitul de NPs.
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In final ne-am indreptat atentia catre spectrele de inalti rezolutie ale O 1s si
deconvolutia lor, prezentate in figura 8a. O analiza rezonabila a putut fi obtinuta folosind 4
componente. Componenta de la energia de legatura mai mica (530.4+0.1 eV) a fost gasita
doar aproape de suprafata depozitului si a fost atribuita oxidului metalic stoichiometric (in
cazul nostru legiturile O-Fe) *'. Componenta localizata la energia de legitura de 531.5+0.2
eV a fost gasiti la toate grosimile si a fost atribuitd existentei grupurilor hidroxil OH %, desi

ar putea fi deasemenea datorati prezentei defectelor **.

35,47,48

Deasemenea, 0 componenta
compatibila cu prezenta oxidului de bor a fost identificata la energia de legatura de
aproximativ 532.5 eV. In final, existenta unei a patra componente, care apare la valoarea cea
mai mare a energiei de legatura, la 533.7+0.1 eV, a fost necesara pentru a realiza o
deconvolutie completa a spectrului de inaltd rezolutie al O Is. Aceasta ultima componenta
este compatibild cu prezenta legiturilor O-N “°. Dupa cum poate fi observat in figura 8b,
intensitatea componentei O-Fe scade rapid odatd cu cresterea distantei fata de suprafata
depozitului si devine neglijabila. Deasemenea componenta asociata cu legaturile de O-N este
relativ mica, dupa cum este de asteptat din concentratia mica de azot din sistem (vezi figura
4). Pe de alta parte, se pare ca, componetele OH™ si O-B sunt dominante in depozit, cu o
intensitate aproximativ constanta, exceptand suprafata depozitului, unde intensitatile acestora

cresc rapid.
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Rezumand, din analizele XPS am observat ca acesta este un sistem complex, format in
principal din oxizi de bor si de fier. Nu au fost identificate legaturi Fe-B, indicand ca aceste
oxigenul si actioneze ca si un ligant intre fier si bor (formand FesBOs) 2. Totusi, nu suntem
in misurd si confirmam cu certitudine prezenta unui astfel de compus n sistemul nostru. In
completare, azotul a fost gasit ca fiind legat de O si B. In concordanta cu Xie et al.*’, putem
considera formarea compusului B,O3xNy. Daca asumam ca tot azotul din sistem formeaza
acest oxinitrid de bor (avand in vedere ca nu exista evidente ale existentei grupurilor Fe-N) si
tot oxidul de bor sub-stoichiometric (figura 7) formeaza acest compus, este posibil sa fie
extrasa valoarea lui x dupa fiecare masuratoare XPS. Valoarea obtinutad a lui x a fost de
0.440.1 de-a lungul sputtering-ului, conducand la formarea oxinitridului de bor cu

stoichiometria B>O5 N 4.

Astfel, din analiza XPS am observat ca, chiar daca majoritatea Fe si B sunt legati de
O, proportia oxigenului in oxidul de fier este destul de mica, neputdnd explica in totalitate
cantitatea de Fe”* si Fe**. Tn tentativa de a clarifica daci componenta de la 531.5 eV din
spectrul de inaltd rezolutie al O 1s este in principal datorata speciilor OH" sau prezentei
oxigenului cu vacante, Tn oxid, intr-o prima aproximatic am calculat raportul O/(Fe+B),

considerand procentele atomice ale O, Fe si B extrase din spectrele largi (figura 4).
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Rezultatele sunt plotate Tn figura 9a. Daca tot oxigenul existd in forma O, acest raport ar
trebui sa fie 1.5 pentru starea lor de oxidare cea mai ridicata (Fe,Os si respectiv B,O3).
Totusi, presupunand ca aceste elemente au fost in forma de hidroxid (Fe(OH), si B(OH)3) si
considerand ca, cantitatea de bor este de doua ori mai mare decat cea de fier, raportul
O/(Fe+B) minim ar trebui sa fie 2.7. in sistemul nostru, acest raport variaza intre 2.5, la

suprafata depozitului de nanoparticule, si 1.4 la 38.5 nm fata de suprafata.
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echivalentd a hidroxizilor in sistem, In functie de
nici o contributie din  partea distanta fard de suprafata depozitulul.
hidroxizilor. Printr-o comparare a acestor calcule cu atribuirile componentelor in analiza
spectrului de nalta rezolutie al O 1s (figura 8), este evident ca, componenta de la 531.5 eV nu
poate fi atribuita exclusiv prezentei hidroxizilor, Tn mod special la adancimi mai mari, unde
aparenta contributie a grupurilor OH™ in O/(Fe+B) este nula, in timp ce componenta de la
531.5 eV a O 1s este predominanta. De altfel, in spectrul infatisat Tn figura 8a pentru analiza
la 18 nm, componenta datorata legaturilor O-Fe a disparut deja, si din valoarea calculatd a
raportului O/(Fe+B) observam ca nu exista nici 0 contributic a hidroxidului la aceasta
adancime. Astfel, putem concluziona ca hidroxizii sunt prezenti doar in primii 15 nm
(aproximativ primul strat de NPs). Dupa aceasta, toata contributia componentei de la 531.5

eV este datorata oxizilor cu defecte si in particular oxidului de fier.
I11.4. Caracterizarea magnetica: SQUID

Masuratorile SQUID au fost realizate pe o proba cu densitate ridicata a depozitului,

pentru a investiga proprietatile magnetice ale ansamblului de NPs *°.

16 |



Fabrication and characterization of FeB NPs for MRI contrast agent applications | 2013

Figura 10 prezinta curba de histereza masurata la temperatura camerei si la 10 K dupa
“zero field cooling” (ZFC). Dupa cum poate fi observat, NPs indica un comportament

superparamagnetic la temperatura camerei si un usor ferromagnetism la 10 K.

Evolutia magnetizarii in functie de temperature, in conditii de ZFC si FC, a fost

investigata dupa cum poate fi vazut in figura 11.
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Figura 10: Magnetizarea in finctie de cdampul magnetic aplicat
infatisate in figura 11. Acest (curba de histereza B-H) la temperatura camerei intr-un cdmp
e magnetic aplicat de 5350 kOe versus dependenta curbei de

rezultat indica foarte clar magnetizare de cdampul magnetic in ZFC pentru proba de FeB
faptul ca NPs pot fi utilizate mdsuratd la temperaturd joasd (10K) intr-un camp magnetic aplicat
de 350 kQe. In inset este prezentat un zoom care aratd wn cdmp

in aplicatii medicale, unde coercitiv mic, cu o magnetizare remanenta mica la temperatura
camerei versus magnetizarea remanentd si campul magneticla ZFC.
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Figura 11: Dependenta temperaturii de magnetizare pentru
teoretice au fost alese pentru nanoparticulele de FeB in condifii ZFC (linia neagrd) si FC (linia
rosie), intr-un cdmp magnetic aplicat de 1.5kOe.

aplicatii.  Doua  metode
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a 0 calcula. O metoda buna pentru a realiza acest lucru este reprezentarca magnetizarii
normalizaea experimentale de la temperatura camerei si medierea “Langevin fit”. Luand in
calcul magnetizarea de saturatic maxima, medierea prin functia Langevin a fost realizata
folosind procedura descrisa in literaturd **. A doua metoda utilizata este “Triple Fit” si a fost
realizata deasemenea folosind procedura descrisa in literature, in care o tripla ajustare
simultana este aplicatd curbei magnetizarii experimentale °2. Din ambele tehnici, a fost gasit
ca dimensiunea superparamagneticd a nanoparticulelor este = 2.9 nm, cea ce inseamna ca este
mai mici decat 9 nm, limita superparamagnetici a fierului raportatd in literatura >, Aceste
rezultate confirma faptul ca la temperatura camerei majoritatea nanoparticulelor nu

interactioneaza intre ele, dupa cum poate fi observat in figura 10.

Interactiunile sau lipsa interactiunilor dintre nanoparticulele de FeB au fost
deasemenea dovedite de valoarea magnetizarii remanente la temperaturd joasa, dupa ce
campul magnetic aplicat este inlaturat. Modelul Stoner-Wohlfarth indica faptul ca
nanoparticulele care sunt apropiate intre ele sunt cuplate prin interactiuni de schimb, iar
nanoparticulele intre care este o distanta mai mare, sunt cuplate magnetostatic. Diferenta intre
aceste doua situatii poate fi vazuta in valoarea magnetizarii remanente. Daca raportul dintre
magnetizarea remanentd si cea de saturatie este mai mare de 0.5, aceasta este o dovada a
existentel interactiunilor de schimb, in timp ce daca acest raport este mai mic de 0.5,
nanoparticulele sunt cuplate magnetostatic. Tn cazul nostru un astfel de raport este mai mic de
0.5, ca o consecinta a interactiunilor magnetice foarte scazute dintre nanoparticulele de FeB.
Aceste rezultate pot fi foarte bine corelate cu analiza XPS pe proba depozitata initial, unde a
fost demonstrat ca, la suprafata NPs, cantitatea in procentaje atomice a fierului este de
aproximativ 18.6%, iar cea de bor de aproximativ 81.4%. Ca o consecinta, nanoparticulele

sunt orientate aleator Tnainte de aplicarea unui cdmp magnetic, cu o anizotropie uniaxiala.
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IV.  Functionalizarea si caracterizarea suprafetei nanoparticulelor de FeB
IV.1 Functionalizarea directa pe substratul de siliciu a suprafetei NPs de FeB
IV.1.1. Caracterizarea chimica: XPS

IV.1.1.1. Caracterizarea compatativi a suprafetei NPs de FeB depozitate

initial/functionalizate

Folosind aceeasi procedura ca si in cazul NPs de FeB depozitate initial (vezi sectiunea
[11.3, Capitolul IIT), a fost determinata compozitia elementala la suprafata si in adancime prin
analiza XPS. Datorita folosirii unui substrat de siliciu pentru depozitarea NPs, analiza
suprafetei a fost realizata pe un depozit format din mai multe straturi de NPs si acoperit cu
PEG, pentru a minimiza semnalul de fotoemisie al Si. Depozitul a fost masurat dupa
functionalizare %, iar dovezile atasamentului PEG-ului de suprafata NPs de FeB au fost mai
apoi discutate. Analizele la diferite distante fata de suprafata au fost deasemenea performate
pentru a confirma schimbarile Tn compozitia chimica in functic de adancime, a NPs
functionalizate, si pentru a incerca determinarea grosimii stratului de PEG legat de suprafata
NPs. Bombardamentul cu Ar* sau coroziunea a fost realizat pana la 235 de minute. Asuméand
aceeasi rata de coroziune ca si un cazul compusului de FePd **, am identificat adancimile
individuale pentru fiecare timp de sputtering si astfel, adancimea totala a fost calculata ca
fiind 19.1 nm.

Figura la aratd scan-urile extinse pentru proba depozitata initial Tnainte si dupa
functionalizarea suprafetei cu PEG. Contributiile dominante Th ambele spectre suprapuse sunt
componentele Cls si O 1Is. Aceasta este o evidenta a nivelului de contaminare la suprafata
depozitului %, care ramane ridicat si dupa procesul de functionalizare. Acest comportament
poate fi legat in ambele cazuri de expunerea la aer inainte de analiza. Analiza procentajelor
atomice releva schimbari importante in timpul procesului de functionalizare, in cea ce
priveste structura. Putem observa o scadere clard a cantitatii de bor la suprafatd dupa
functionalizare, la 2.0%, comparand cu cantitatea corespunzatoare din proba depozitatd
initial, de 13.1%. Din analiza UV-Vis (vezi figura 1b) facuta pe solutia in care au fost
functionalizate nanoparticulele, am gisit prezenta borului *°, fiind o evidenta a diluarii unei
cantitati de bor de la suprafata NPs in timpul functionalizarii si explicand astfel scaderea
concentratiei de bor din depozitul de NPs dupa acest proces. Ca o consecintd a dislocarii

borului, concentratia de fier creste la suprafata NPs de la 3.0% la 6.0%. In timp ce
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concentratia de azot nu se schimba prea mult, scazdnd usor de la 2.6% la 1.9% dupa
atasamentul PEG-ului, concentratiile atomice ale oxigenului si carbonului cresc dupa
functionalizare de la 33.6% la 47.6% si respectiv de la 37.0% la 53.1%. Avand in vedere ca
structura lanturilor de PEG contine legaturi bazate pe oxigen si carbon, cresterea
concentratiilor acestor elemente poate fi legatd de atasamentul PEG-ului de NPs, dupa cum

vom discuta Tn cele ce urmeaza.
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Pentru o mai buna intelegere a schimbadrilor structurale care apar la suprafata in
timpul procesului de functionalizare, au fost inregistrate spectrele de inalta rezolutie ale
elementelor de interes si deconvolutiile Lorentzian-Gaussiane au fost realizate pentru fiecare

dintre ele.

In figurile 2a, b si ¢ am prezentat deconvolutiile spectrelor de inalti rezolutie ale Fe
2p B 1s si N 1s. Desi in aceste componente nu exista dovezi ale atasamentului PEG-ului n
timpul procesului de functionalizare, sunt observate totusi schimbari importante in evolutia
fierului si borului. Distanta despicarii spin-orbita intre Fe 2ps, si Fe 2p1/, a fost gasita ca fiind
13.6 eV *° pentru ambele spectre (figura 2a). Dupi cum sa produs si in cazul NPs depozitate
initial (vezi sectiunea I11.3, Capitolul I1l), spectrele de inalta rezolutie Fe 2p;s, si Fe 2ps, ale
probei functionalizate au fost deconvoluate tinand cont de existenta a trei specii diferite de
fier Fe®, Fe”* si Fe®* 2273 care indica diferite nivele de oxidare ale fierului (vezi figura 2a).
Toate aceste specii de fier au fost identificate tinand cont de separarea corespunzatoare
energiei de legatura a Fe°, Fe?* si Fe** si de pozitia lor in spectrul XPS. in spectrul de inalta

rezolutie al Fe 2ps, a fost identificat faptul ca contributia de la 707.5 eV corespunde fierului
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neoxidat Fe, oxizii de fier Fe?* au fost reprezentati de componenta de la 709.5 eV si starea de
oxidare Fe** a fost compusd din doud componente, la 711.2 eV si 713.2 eV. In proba
functionalizati au fost observate o contributie dominanta de Fe** si una mica de Fe*. Totusi,
este evidentiatd 0 descrestere a nivelului de oxidare, prin prezenta unei cantitati mici de fier
neoxidat Fe® la suprafatd, comparativ cu NPs depozitate initial (unde nu a fost gasitd nici o

dovada a existentei acestei contributii la suprafata).

Una dintre cele mai importante modificari, observata in structura NPs functionalizate,
este legata de concentratia de bor, care influenteaza deasemenea evolutia continutului fierului
n structura NPs. Tn figura 2b am infatisat spectrele de inalta rezolutie ale B 1s Tnainte si dupa
functionalizare. In buna corelare cu spectrul de inalti rezolutie al probei depozitate initial, am
considerat posibilitatea existentei a doua specii de bor in spectrul probei functionalizate, B-O
sub-stoichiometric si grupul B-N, cu pozitiile energiilor de legiatura corespunzatoare
fiecaruia. Componenta mica, care apare la energia de legatura mai joasa, la 190.6 eV, a fost
atribuita legaturilor B-N 25333 fiind in buna corelare cu concentratia scazuta de azot. Dupa
cum poate fi observat in spectrele extinse din figura 1, concentratia de bor scade dramatic
dupa procesul de functionalizare. Cantitatea de oxid sub-stoichiometric din proba

functionalizata, care apare la 192,2 eV *>3"%

, confirma si clarifica acest comportament. Din
figura 2b, comparand cu proba depozitata initial, este evident ca, contributia oxidului sub-
stoichiometric B-O scade dramatic Tn timp ce continutul de B-N scade usor si nu aratd

schimbari semnificative dupa atasarea PEG-ului.

Figura 2c prezintd schimbarile care apar n structura azotului dupa functionalizare.
Sunt comparate deconvolutiile spectrelor de finalta rezolutie ale N 1s inainte si dupa
functionalizare. Desi contributia azotului la suprafata NPs este foarte scazutd in proba
depozitata initial (< 3%), este foarte importanta pentru aplicatiile viitoare, avand in vedere ca
schimbarile din punct de vedere al concentratiei sau structurii azotului influenteaza nivelul de
oxidare al depozitului. Cu o scadere usoard si simetricd cauzatd de procesul de
functionalizare, structura chimica a azotului arata aceleasi grupuri structurale. Contributia cea
mai intensa este cea a legaturilor N-O, care apar la 400 eV, iar componenta mai putin intensa
corespunde legaturilor N-B si apare la 398 eV ?°. Nu sunt observate schimbari semnificative

dupa atasarea PEG-ului.
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Figura 2: (a) Deconvolutia comparativa a spectrelor XPS de inaltd rezolutie ale Fe 2p mdsurate pe NPs de
FeB depozitate initial (sus) si functionalizate pe substrat (jos). Componentele a,, a, corespund fierului neoxidat
(starea Fé’) in timp ce componentele b, si b, corespund starii Fe’~. Stdrile Fe*~ sunt reprezentate de c; si ¢,
iar componentele b;’si b,’ corespund structurilor satelitilor; (b) Deconvolutia comparativa a spectrelor XPS
de inaltd rezolutie ale B 1s mdsurate pe NPs de FeB deporzitate initial (sus) si functionalizate pe substrat (jos);
(¢) Deconvolutia comparativa a spectrelor XPS de inaltd rezolutie ale N 1s mdsurate pe NPs de FeB depozitate
initial (sus) si functionalizate pe substrat (jos); (d) Deconvolutia comparativa a spectrelor XPS de inaltd
rezolutie ale O 1s masurate pe NPs de FeB depozitate initial (sus) si functionalizate pe substrat (jos).

Deconvolutiile spectrelor de inalta rezolutie ale Fe 2p, B 1s si N 1s au ardtat ca
functionalizarea nu schimba legaturile chimice din NPs. Atomii de fier sunt legati de cei de

oxigen, atomii de bor formeaza legaturi cu cei de oxigen si de azot mai degraba decét cu cei

de fier, si atomii de azot formeaza legituri cu cei de oxigen si de bor %,

Modificarile cele mai importante, care de altfel confirma atasamentul lanturilor de

PEG de depozitul de NPs, sunt evidentiate prin deconvolutia spectrului de inalta rezolutie al
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O 1s. Comparand structurile deconvoluate ale oxigenului, putem distinge diferite entitati sub
anvelopa componentei O 1s (vezi figura 2d). Dupa cum am discutat deja in sectiunea 111.3,
Capitolul 111, spectrul O 1s al probei depozitate initial a fost structurat n patru componente,
ludnd Tn calcul posibilele legaturi care pot forma structura NPs. Contributia dominanta a fost
atribuitd legaturilor OH, care apar la 531.45 eV “%. O alti concentratie importanta, care apare
la 532.50 eV, a fost atribuita, ca si in alte studii si in buna corelare cu cantitatea gasita in
scan-urile largi, legiturilor O-B **"% Componenta localizata la energia de legiturd mai
joasa, aproape de 530.30 eV, este atribuitd contributiei oxidului metalic stoichiometric O%
(legaturile O-Fe) **#*3 La valori mai mari ale energiei de legaturd, in jur de 533.75 eV, o
banda de intensitate scazuti completeaza deconvolutia * si este datorata prezentei legaturilor
O-N. Comparénd spectrele de inalta rezolutie ale O 1s, Tnainte si dupa functionalizare, am
observat o schimbare importanta in cazul grupurilor O-B, care sunt prezente intr-o cantitate
prea mica si sunt prea apropiate de contributiile O-N si O-C, pentru a putea fi identificate
dupa atasarea PEG-ului. Aceasta este o consecinta a diluarii borului si aparitiei unei noi benzi
in jur de 531.90 eV, aproape de cea a legaturilor O-B, atribuita oxigenilor O-C °’ din lanturile
PEG. Apar deasemenea si alte schimbari importante dupa functionalizare, Tn spectrul de
inaltd rezolutie al O 1s. Oxigenii O% se deplaseaza cu 0.3 eV, la 530.00 eV, aproape de

valoarea oxigenului stoichiometric 0% %33

, 1ar contributia oxigenilor OH" este deplasata cu
1.05 eV, la 530.40 eV. Aceasta ultima deplasare a energiei de legatura este pusa pe seama
formarii carbonatilor ca si 0 consecinta a interactiunilor chimice cu lanturile PEG *%, Banda
O-N apare la 533.40 eV dupi atasarea PEG-ului *°, fiind deplasati cu 0.35 eV in comparatie
cu proba depozitata initial. Aceasta deplasare poate fi datorata defectelor de oxigen,
interactiunii cu lanturile PEG sau unei mici contributii de oxid de bor in interiorul acestei
anvelope. Dupa atasarea PEG-ului componenta O-N apare usor crescutda in spectrul O 1s.
Aceasta evolutie este anormala tindnd cont ca, concentratia de azot este mai mica dupa

functionalizare. Astfel, deplasarea catre energii de legatura mai mici este mai probabil sa fie

cauzata de prezenta unei cantitati reduse de oxid de bor.

IV.1.1.2. Caracterizarea profilului in adancime al NPs de FeB functionalizate pe

substrat

Pentru o mai buna intelegere a modificarilor chimice care apar ca 0 consecinta a
functionalizarii NPs, dar si pentru o mai buna estimare a grosimii stratului de PEG legat de

suprafata depozitului, profilul XPS n adancime a fost deasemenea realizat.
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Figura 3: Spectrele

XPS largi ale NPs de FeB

Jfunctionalizate, la suprafata acestora si dupd diferiti

timpi de sputtering.

inlaturare al contaminarii si al stratului de PEG. Chiar si in aceastd situatie, in interirorul

depozitului inca avem 0 concentratie ridicata de carbon

8 care dovedeste porozitatea

depozitului. In cazul continutului de azot nu apar evolutii importante, cu distanta fatd de

suprafata, in timpul procesului de functionalizare.

Evolutia concentratiilor de Fe si B, excluzand celelalte elemente, in functie de distanta

fata de suprafata, este redati in figura 4b. In ciuda scaderii concentratiei de bor la 25.3% dupa

atagarea PEG-ului (in proba depozitata initial fiind de 81.4%), trendul in functie de distanta

fata de suprafata este acelasi ca si in cazul probei depozitate initial, crescand cantitatea de fier

n acelasi timp cu scaderea cantitatii de bor.
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Figura 4: (a) Evolufia concentrafiei atomice a elementelor relevante din NPs de FeB functionalizate pe
substrat, in functie de distamta fatd de suprafata depozitului; (b) evolufia comparativd, dintre NPs de FeRB
depozitate initial (linia rosie) si functionalizate pe substrat (linia neagrd), ale concentratiilor atomice ale
Sierului 51 borului in functie de distanta faid de suprafata depozitului.

Deconvolutiile in functie de distanta fatd de suprafata, ale spectrelor de inalta
rezolutic ale Fe 2p, dupa atasarea PEG-ului, sunt prezentate in figura 5a, in timp ce figura 5b
indicd evolutia speciilor cu cresterea adancimii fatd de suprafata. Modificarile pot fi
observate prin evolutia formei spectrelor de la 0 la 19.1 nm distanta fata de suprafata. Nu apar
schimbari importante din punct de vedere al deplasarii acestora, indifferent de adancime.
Chiar daca scade rapid in primele stagii de adancime, dupa 1.2 nm, starea Fe** este incd
dominanta la aproape toate adancimile studiate. Evolutia concentratiei de Fe®* este opusa,
crescand pana la 1.2 nm, dupa care arata o distributie omogena de-a lungul intregii adancimi.
Cea mai importanta schimbare este legati de cresterea concentratiei fierului Fe® neoxidat.
Desi fierul metalic este localizat mai aproape de suprafata decat in NPs depozitate initial,
evolutia concentratiei lui cu adancimea indica un trend crescator similar. Mentionam ca astfel
de crestere cu adancimea este simultani cu sciderea concentratiei de Fe**. Tntr-un mod
similar ca si in cazul NPs depozitate initial, profilul pe adancime indica faptul ca atomii de

fier se leagd preferential de cei de oxigen *2.
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Deconvolutia spectrului de inalta rezolutie al B 1s, aratata in figura 6a, a fost realizata
pentru NPs functionalizate direct pe substrat, la suprafata acestora si dupa diferite distante
fata de suprafatd, pentru a identifica evolutia chimica a structurii borului de la suprafata catre
interior (figura 6b). Dupa cum am discutat deja, spectrul de inalta rezolutic al B 1s de la
suprafatd aratd o structurd formata din doud grupuri chimice, legaturile B-O sub-
stoichiometrice si legaturile B-N. Cand comparam structura borului care caracterizeaza
interiorul probei depozitate initial (nu este aratata aici — vezi sectiunea 111.3, Capitolul 11),
unde oxidul stoichiometric B,O3 creste cu cresterea adancimii fata de suprafata, si cea al
probei functionalizate pe substrat, este observat cd, in cazul acesteia din urma, nu sunt
diferente majore intre structura suprafetei si a interiorului. Astfel, nu apare nici o contributie a
structurii B,O3 dupa 235 minute de sputtering, care corespunde unei distante fata de suprafata
de 19.1 nm. Deasemenea nu au putut fi observate deplasari importante din punct de vedere al
energiei de legatura. Din scan-urile largi analizate in figura 4, a fost dedusa o usoara crestere
a borului cu adancimea. Aceasta evolutie este indicata si de intensitatile componentelor din
figura 6a. Evolutia profilului din figura 6b reflecta faptul ca, cu cresterea distantei fata de
suprafatd, concentratia atomica scade usor ca 0 consecinta a cresterii oxidului de bor sub-

stoichiometric. Aceasta caracteristica evidentiaza ca, dupa functionalizare, concentratia
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oxidului sub-stoichiometric este usor mai ridicata n interior decét la suprafata NPs, datorita
unui grad mai mare de expunere al suprafetei la solutia apoasa (in timpul procesului de
functionalizare). Profilul pe adancime al spectrului de inalta rezolutie al B 1s deconvoluat
indica o dizolvare aproape omogena a borului Tn timpul procesului de functionalizare.

Porozitatea ridicata a depozitului faciliteazi un grad ridicat de dizolvare al grupurilor B-O,
indiferent de adancime.
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Desi pentru functionalizare a fost folosit un depozit format din mai multe straturi de
NPs, porozitatea ridicata a acestuia a dus la o dizolvare a borului si din interior, nu numai de
la suprafata NPs localizate in partea superioard a depozitului. Acest comportament a fost
dovedit de analiza profilului Tn adancime al structurii B 1s deconvoluate, care infatiseaza
faptul cd, pana la 19.1 nm distanta fata de suprafatd, nu au fost gasite modificari importante

din punct de vedere al structurii si al concentratiilor atomice ale speciilor care contin bor.

Informatiile cele mai importante evidentiate din analiza XPS, legate de atasamentul
PEG-ului si grosimea stratului de PEG de la suprafata depozitului, au fost obtinute din
analiza profilului Tn adancime al spectrelor de inalta rezolutiec ale O 1s deconvoluate,
prezentate Tn figura 7a. Evolutia chimica Tn functie de distanta fata de suprafatd este

reprezentata in figura 7b. Nu sunt observate deplasari chimice cu cresterea distantei fata de
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suprafata, in cazul componentelor O-C si O-Fe. Benzile care corespund grupurilor OH/oxid
cu defecte si O-N indica doar variatii mici ale energiei de legatura, apropiate de valorile
suprafetei, in intervalele 530.40-530.65 eV si respectiv 533.40-533.20 eV. Oxidul
stoichiometric O-Fe a fost gasit intr-o cantitate considerabila doar la suprafata, pana la 0.62
nm distanta fata de aceasta. La adancimi mai mari, concentratia oxidului O-Fe scade dramatic
la 0 valoare minima si constanta. Totusi, este stiut din analiza profilului in adancime a scan-
urilor largi ca fierul are o concentratie crescutd si in interiorul NPs functionalizate. Astfel,
evolutia componentei OH/oxid cu defecte observata la toate adancimile, poate fi deasemenea

atribuitd unei cresteri a oxizilor cu defecte odata cu adancimea **#*

, sl astfel, explica acest
comportament anormal (similar ca si in cazul probei depozitata initial — vezi sectiunea 111.3,
Capitolul 111). Contributia dominanta de O-C este strans legata de existenta PEG-ului pe
suprafata depozitului de NPs. Datorita porozitatii ridicate a probei depozitate initial, evolutia
acestei contributii dovedeste ca, dupa functionalizare, existd 0 concentratie ridicata de
structuri PEG care sunt legate de NPs localizate Tn interiorul depozitului. Din figura 7b este
dedus ca, dupa distanta fata de suprafatda de 4.2 nm, contributia O-C inceteaza sa scada si
devine constantd. Ludnd in calcul aceasta evolutie, se poate afirma ca stratul de PEG legat de
suprafata depozitului de NPs are o grosime de aproximativ 4.2 nm. Concentratia legaturilor
de O-N arata doar o usoara scadere cu adancimea, avand o distributie scdzuta si aproape

constanta in structura NPs.
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Astfel, majoritatea fierului si borului sunt legati de oxigen, insa cantitatea de oxigen

sub forma de O, fiind relativ mica, nu poate explica proportia de Fe®* si Fe**. Considerand
procentajele atomice de O, Fe si B extrase din scan-urile largi (figura 4), am calculat raportul
O/(Fe+B) pentru a determina originea componentei O 1s localizata la 531.5 eV, care poate
proveni de la speciile OH" sau de la oxigenul cu vacante din oxid. Rezultatele sunt expuse in
figura 7c. Acest raport ar trebui sa fie maxim 1.5, daca toti oxigenii exista in starea de oxid
(Fe2Os3 si respectiv B,O3), si minim 2.2, daca toti oxigenii existd in starea de hidroxid
(asumand faptul ca, cantitatea de Fe este de patru ori mai mare decét cantitatea de B si ca
Fe,O3 si B,O3 sunt in forma de hidroxizi, Fe(OH), si B(OH)3). Uitdndu-ne catre sistemul
nostru, acest raport variaza de la 4.6, la suprafata, pana la 1.1, la 19.1 nm distanta fata de

suprafata.

100% din cantitatea de oxigen ar trebui sa fie in starea de hidroxid daca raportul este

4.6. Raportul O/(Fe+B) scade foarte rapid datorita procesului de sputtering intr-o asa maniera

29 |



Fabrication and characterization of FeB NPs for MRI contrast agent applications | 2013

incét, dupa 2 nm fata de suprafatd, devine 1.8. Aceasta inseamna ca, contributia hidroxidului
este sub 45%. Mai in adancime, valoarea raportului ajunge sub 1.5, dupa 6 nm de la
suprafata, infatisand faptul ca hidroxidul nu mai are nici o0 contributie. Daca suprapunem
aceste calcule cu atribuirea componentelor din analiza spectrului de inalta rezolutie al O 1s
(vezi figurile 2d si 7), este evident ca, componentele de la 530.40 eV si 530.00 eV nu pot fi
atribuite in totalitate prezentei hidroxizilor si respectiv a oxizilor. Analiza releva ca la
suprafata nu a fost gasita nici o evidenta a existentei oxidului, structurile dominante fiind cele
de hidroxid de fier si bor. La polul opus, mai in adancimea stratului, contributia OH" n
raportul O/Fe+B este nuld, in contradictie cu asumarea componentei predominante de la
530.40 eV grupurilor OH". Astfel, mai in adancimea stratului de NPs, compozitia dominanta

provine de la oxizi.
IV.1.2. Caracterizarea structurali: Raman

O analiza Raman compatativa, intre NPs depozitate initial si dupa functionalizare, a
fost realizata folosind o putere a laserului de 0.14 mW (vezi figura 8). Spectrul Raman de
referinta al substratului de siliciu a fost deasemenea prezentat (inregistrat cu puterea laserului
de 19.6 mW °%). Am utilizat o putere a laserului asa de joasd pentru a evita arderea

depozitului de NPs si a lanturilor PEG.

Cantitatea ridicata de Fe-O si cea scazuta de B-O, dovedide de analiza XPS in proba
functionalizata pe substrat, sunt in concordantd cu cresterea intensitatii si deplasearea
structurii Raman largi de la 625 cm™ si 688 cm™ dupa functionalizare. Pe langi banda care
corespunde vibratiilor de tntindere asimetrice (in jur de 625 cm™), alte doua benzi au fost
gisite la lungimi de undd mai mari, in jur de 690 cm™ si respectiv 736 cm™. Schimbirile
relatate pot fi explicate prin cresterea grupurilor y-Fe,O3 si a interactiunii chimice dintre
grupurile Fe-O/grupurile B-O ramase, cu lanturile PEG. Aceste lungimi de unda, apropiate de
cele raportate in literatura °°, dovedesc formarea legaturilor chimice intre grupurile Fe-O,
localizate la suprafata, si structurile de PEG 400. Deasemenea, intensitatea relativa a acestor
benzi este mai mare decat a NPs de FeB depozitate initial, cea ce este in concordanta cu

modificarile structurale determinate de analiza XPS (vezi figura 3).

Cea mai importanta informatie Raman, care dovedeste prezenta PEG-ului legat de
suprafata depozitului, este legata de cresterea la lungimi de unda mai mari, in intervalul 1070-
1800 cm™, a unei structuri largi si intense, sugerand un grad ridicat de interactiune intre

lanturile de polimer si suprafata depozitului de NPs.
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Astfel, in literaturd, in intervalul 1040-1160 cm™, au fost identificate benzile

C 61-64

reprezentand grupurile de vibratii simetrice si asimetrice C-O- si grupul de vibratie

simetrica CH, ®*, din structura PEG-ului. Mai mult, grupurile CH, asimetrice, de forfecare si

de pendulare au fost prezente n jur de 1220-1270 cm™ %3898 1350 cm* 6166

respectiv 1450-
1510 cm™ ®163%888 ghactryl Raman al NPs de FeB functionalizate pe substrat indica mai
multe benzi, la 1145 cm™, 1268 cm™, 1356 cm™, 1456 cm™, 1489 cm™, corespunzand
vibratiilor simetrice si asimetrice C-O-C/ vibratiilor simetrice CHy, vibratiilor asimetrice
CH,, vibratiilor de forfecare CH, si respectiv vibratiilor de pendulare CH; (in cazul ultimelor

doua benzi).

Au fost evidentiate deasemenea doua benzi largi cu posibilele maxime in jur de 1323
cm™ 70 5i 1620 cm™ ™2, Aproape de aceste doud structuri, in NPs depozitate initial a fost
descoperita o structura formata din doua faze, hematita si respectiv maghemita. Intensitatea
crescuta a ambelor benzi dupa functionalizare este cauzatd de o cantitate mai mare in care

grupurile Fe-O sunt observate Tn apropierea suprafetei.

Un alt rezultat important din spectrele ] as func. FeB NPs (0.14 mW)
Raman, referitor la existenta PEG-ului pe _ ?:g,' g? i‘:p“l:;: nr:‘:? (PSS mEN)
suprafata depozitului de NPs, poate fi gasit la ; |B1' °, C-H
valori mai mari ale lungimii de undd, in %‘ ‘{,rj:- ggf’ v‘ : C-H
intervalul 2800 - 3100 cm™ (vezi figura 8). .E T i ML SN S
Benzile caracteristice din acest interval sunt % : | I:ei?
reprezentate de vibratiile de intindere E

646567688 (3 structura

simetrice si asimetrice

larga, in intervalul 2846 - 3032 cm'l, apare in 400 800 1200 1600 2000 2{!00 2800 3200
Wavenumber cm™)
Figura 8: Spectrele Raman comparative ale

substratului de Si (spectrul negru), NPs de FeB

(spectrul rosu) si dupa functionalizare depozitate inifial (spectrul rosu) si NPs de FeB
) o Junctionalizate pe substrat (spectrul albastru),

(spectrul albastru). Doua maxime diferite  inwegistrate la puterea laserului de 0.14 mWw

spectrele Raman ale NPs depozitate initial

sunt distinse, la aproximativ 2880 cm™ si 2940 cm™, si sunt atribuite vibratiilor de ntindere
simetrice si respectiv asimetrice ale grupurilor CH. Intensitatea crescuta a acestor structuri
dupa functionalizare (spectrul albastru), este o evidenta a grupurilor CH provenite de la

structura lanturilor PEG.

Analiza Raman a demonstrat clar faptul ca grupurile eter din stratul polyethylene-

glycol-ului sunt prezente pe suprafata depozitului de NPs ",
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IV.2 NPs de FeB dispersate si functionalizate pentru aplicatii ,,in vitro” ca si agent de

contrast in MRI

Luénd Tn calcul proprietatile care caracterizeaza aceste NPs, prezentate Tn Capitolul
[1l, o distributie omogena si forma sferica demonstrate prin AFM si TEM, proprietatea
superparamagnetica dar si structura “core-shell” dovedita prin XPS, si estimarile teoretice ale
dimensiunii magnetice folosind functiile “Langevin fit” si “Triple fit”, am considerat ca fiind
potrivite pentru viitoarele aplicatii ca si SPIO NPs. Dupa cum vom puncta mai tarziu,
formarea unei solutii de ferofluid este demonstrata, chiar si in NPs de FeB neacoperite cu
PEG.

Pentru testarea ca si agent de contrast in MRI, a fost important de utilizat NPs
individuale, care, cand sunt dispersate n solutie apoasa, au abilitatea de a forma un ferofluid,
neexistand interactiuni magnetice intre ele. De aceea, 0 metoda diferita de functionalizare,
comparativ cu proba functionalizata direct pe substrat, a fost realizata, pentru a obtine 0
acoperire completda a NPs. Astfel, functionalizarea a fost efectuatda dupa cum am descris in

sectiunea experimentala si am numit aceste entitati rezultate PEG-FeB NPs.

Chiar daca deja am caracterizat, din punct de vedere al structurii chimice, NPs
depozitate initial si dupa functionalizare pe substrat, luand Tn calcul modul diferit de
functionalizare utilizat pentru obtinerea PEG-FeB NPs, Tnainte de a performa analiza MRI, au
fost realizate analize UV-Vis si de potential Zeta, pentru a indica posibila acoperire a NPs cu
PEG.

1VV.2.1. Caracterizarea structurala: UV-Vis

Investigarea chimica si structurald, efectuata pe NPs functionalizate direct pe substrat,
care au fost deasemenea imersate in apa deionizata ultrapura in timpul procesului de
functionalizare, indica grupurile Fe-O si O-C ca fiind structurile dominante, si deasemenea o
cantitate mica de grupari B-O sub-stoichiometrice. Analiza UV-Vis a investigat modificarile
in structura chimica a suprafetei, datorate acoperirii cu PEG a NPs dispersate in solutia
apoasa (vezi figura 9). Procesul de atasare al polimerului PEG de suprafata NPs de FeB
conduce la céteva schimbari in spectrul UV-Vis. Spectrele de absorptie au fost inregistrate,
Tnainte si dupa adaugarea PEG-ului, in intervalul lungimilor de unda 200 — 900 nm si linia de

corectie, corespunzatoare semnalului de absorptie al solventului, a fost deasemenea aplicata.
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O evidenta importantd a prezentei PEG-ului in solutia apoasa este banda care apare
doar in PEG FeB NPs dispersate, la 230 nm. Tn concordanta cu Sionkowska et al. ", aceasta
banda reprezinta dovada prezentei PEG-ului. Tn studiul lor, acestia au raportat faptul ci banda
PEG-ului pur ar trebui sa apara sub 220 nm, dar coada de absorptie a benzii PEG-ului ar
putea sa ajunga pana la 400 nm. Din acest motiv, absorbanta ridicata a spectrului
corespunzator PEG FeB NPs dispersate poate fi inteleasa prin contributia acestei cozi, ca
urmare a prezentei PEG-ului. O structura larga a fost vazuta in ambele spectre, in intervalul
250-467 nm. Aceasta structura ar putea fi atribuita existentei si posibilei suprapuneri a mai
multor specii in acest interval de lungimi de unda. Astfel, unul din maximele posibile apare la

2+ 75,76 §| F63+

7780 dar si benzii de B?* *°. Aratand evolutia acestei structuri dupa atasamentul PEG-ului,

312 nm. Tn concordanta cu literatura, acest maxim poate fi datorat ionilor Fe

caz in care a fost infatisata mai predominantd, pot fi evidentiate modificarile in simetria
oxidului de fier si oxidului de bor, ca 0 consecinta a interactiunilor dintre NPs si lanturile
PEG, prin intermediul atomilor de oxigen. Latimea structurii sugereaza prezenta mai multor
benzi. Contributia de la lungimi de undi mai mici a fost atribuita existentei oxizilor Fe®*
tetraedali, care a fost gisita in studiile anterioare la aproximativ 275 nm #®’. O intensitate
larga a acestei benzi, care apare indiferent de procesul de functionalizare, poate fi o evidenta

a simetriei dezordonate a speciilor Fe** tetraedrale ™%’

sau a posibilei existente simultane a
ionilor Fe?* °. Banda de la 340 nm, de o vizibilitate mai scazuta, care este observatd in

ambele spectre, poate fi datorata oxizilor Fe**
75,83,84,87

——dispersed FeB NPs

Fe-O/B-O ___gispersed PEG FeB NPs
\_/Fe-0/B-0

~Jt Fe-O Fe-O
/ Fe-O

octaedrali . Alte studii au raportat .

3+ 75,78,87

deasemenea faptul ca ionii de oxid Fe

- - 2+ . - © A
si oxid B > ar trebui sa genereze benzi in

jur de 370 nm. Spectrul nostru prezinta

deasemenea un semnal de absorptie aproape PEG

Absorbance (a.u.)

de aceasta valoare, dar nu pot fi distinse

entitati individuale. La extremitatea mai

ridicata a acestei structuri largi, o alta banda
posibild poate aparea la aproximativ 30 nm,
reprezentand ionii Fe** octaedrali, dupa cum

a fost raportat si de altii ">"%8088-91,

200 300 400 500 600 700 800 900
Wavenumber (nm)
Figura 9: Spectrele UV-Vis comparative ale NPs -
dispersate de FeB (linia neagrd) si NPs dispesate de
PEG FeR (linia rosie).

Pe langa aceste structuri, au fost observate si alte benzi de intensitate scazuta la valori

ale lungimii de unda de 484 nm, 508 nm si 589 nm, corespunzand ionilor Fe

3+ 198087 yizilor
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Fe3* octaedrali 838487.92

l. 75

si respectiv grupurilor Fe-O localizate n structurile FeO4 ™. Totusi,
Rada et al. " a raportat posibila existentd a Fe?* in intervalul 450-550 nm. Este important de
mentionat ca nu au fost vizibile modificari la aceste lungimi de unda intre cele doua spectre.

IVV.2.2. Caracterizarea sarcinii suprafetei: Potential Zeta

Modificarile stabilitati NPs si NPs acoperite, suspendate In apad deionizata ultrapura,

au fost investigate cu ajutorul potentialui Zeta.

Variatiile sarcinii suprafetei au fost masurate prin analiza potentialului zeta (vezi
figura 10). Aceste masuratori au fost performate pentru a studia, chiar si dupa
functionalizarea totald a NPs dispersate, acoperirea suprafetei acestora cu PEG. O crestere a
potentialului zeta al NPs a fost evidentiatd dupa adaugarea PEG-ului. Tn cazul NPs de FeB
dispersate, a fost observata o sarcind negativa de -28.23 mV, cu 0 deviatie standard de 7.66
mV, in concordantd cu un studiu anterior pe NPs de oxid de fier %, in timp ce, pentru PEG
FeB NPs dispersate, a fost determinat un potential pozitiv de 9.31 mV, cu o deviatie standard
de 5.95 mV. Existenta grupurilor COOH la suprafata NPs de FeB a fost corelatd cu sarcina

negativa mare a NPs de FeB dispersate **.

Luand n calcul un studiu anterior al Hu et al.

, unde autorii explica fluctuatia valorii
potentialului zeta ca fiind dependenta de neutralizarea sarcinii suprafetei ** sau de efectul de
“screening” al NPs acoperite cu PEG, am asumat ca, aceasta crestere a potentialului zeta a
PEG FeB NPs, poate fi cauzata de neutralizarea sarcinii negative a suprafetei sau de efectul
de “screening” al FeB NPs acoperite cu PEG. Acest rezultat confirma asteptarile noastre si

modificarea in cea ce priveste sarcina sunt o evidenta a legarii cu succes a lanturilor de PEG

de suprafata NPs (dominate de grupuri de 5%10°
——dispersed FeB NPs

oxid de fier si 0 cantitate mica de oxid de dispersed PEG FeB NPs
bor). Este deasemenea de interes faptul ca, 4x10°1 +9.31+5.95 mV
desi in absenta unui ligant, cresterea g zy40°-
potentialului zeta al PEG FeB NPs a fost g s 28:23: 7.66 m¥
semnificativd, indicAnd ci existdi 0 %2310 | |

A

densitate mare de lanturi PEG legate de  4,40°
suprafata NPs.

0 I : I I I I ...//' I . | A -
-60 -40 -20 0 20 40
Zeta potential (mV)

Figura 10: Potentialul Zeta al NPs dispersate de FeB

(Tinia neagrd) si NPs dispesate de PEG FeB (linia rosie).
substrat si cu alte studii, indicand stabilitatea coloidala sterica a NPs de oxid de fier dispersate

Acest fapt este corelat cu analiza

realizatd pe NPs functionalizate direct pe
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si functionalizate cu PEG %, Dupa acoperirea cu PEG a NPs, a fost demonstrati

stabilitatea NPs dispersate in solutie apoasa.

Prezenta lanturilor PEG la suprafata NPs poate induce o reducere a nivelului de
toxicitate al suprafetei. Deasemenea, pentru analiza “in vitro”, poate juca un rol important in
procesele de endocitoza si fagocitoza, dupa cum a fost relatat in alte lucrari *'. Ei au gasit ca,
cu cét potentialul zeta este mai apropiat de zero, cu atat endocitoza este mai scizuta. In sens

contrar, cu cat sarcina este mai negativa sau mai pozitiva, fagocitoza creste e

1VV.2.3. Aplicatiile “in vitro”: agent de contrast in MRI

Tn acest studiu, scopul nostru a fost si determinim eficacitatea NPs de FeB cu
structura “core/shell”, acoperite cu un strat biocompatibil de polimer, in reducerea semnalului
T, prin analiza MRI in vitro. Dependenta de contrast a concentratiei de NPs, dar si a NPs
functionalizate impreuna cu stabilitatea lor in timp, au fost evaluate. Pentru analiza MRI au
fost folosite NPs dispersate in solutic apoasa, raportate la 0 solutie blanc de apa (ca si

control).
IV.2.3.1. Tmbuniitiitirea contrastului in functie de concentratia de NPs

Trei imagini diferite, corespunzand la trei concentratii de NPs, 0.15 mM, 0.30 mM si
0.44 mM 1in solutie apoasd, au fost inregistrate pentru a determina dependenta de contrast a

NPs (vezi figura 11a).

NPs concentration

Posibilitatea folosirii NPs )

superparamagnetice de FeB ca si agent de contrast
petp gn )1 ag 0.143 6.99 =

a fost monitorizata prin modificarile timpului de
0.110  9.09  13.99

relaxare transversal T al protonilor de apa %, in
0.076 13.16 20.55

prezenta diferitelor concentratii de NPs.
0.073 13.70 15.24

Tabelul 1: Valorile obtinute ale timpului de
relaxare, ratei de relaxare si relaxivitdfii, in

determinatd pentru fiecare concentratie de NPs si Jfunctie de concentratia NPs de FeB

Scaderea timpului de relaxare T, a fost

comparata cu valoarea T, corespunzatoare apei deionizate ultrapure. Analiza compatativa in
functie de concentratia de NPs arata un trend de atenuare al semnalului T, odata cu cresterea
concentratiei de NPs. Astfel, proba care are cea mai scazuta concentratie de NPs evidentiaza
0 atenuare de 23.1% a semnalului T, comparabil cu cea a controlului (vezi Tabelul 1). O

atenuare crescuta a fost observata pentru probele cu concentratie mai mare de NPs, semnalul
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T, reducéndu-se cu 46.9% si 49.0% pentru 0.30 mM si respectiv 0.44 mM (vezi Tabelul 1).

Aceste valori au fost gasite Tn concordanti cu alte valori raportate in literatura *°%01%2

, care
indica cresterea semnalului MRI cu atenuarea T, (care va conduce la obtinerea unei imagini

Ccu un contrast mai ridicat).

Acest comportament sugereaza ca imbunatatirea contrastului T, este dependenta de
concentratie. O stare aproape de saturatie poate fi atinsa, din punct de vedere al contrastului,
prin cresterea concentratiei de NPs, datorata distantei dintre entitatile dispersate vecine, care

atinge un minim.

Ratele de relazare au fost deasemenea evidentiate aici, in functie de concentratia de
NPs de FeB dispersate, aratand o continua Tmbunatdtire a R, cu cresterea concentratiei de
NPs (vezi figura 11b, Tabelul 1).

Pentru a evidentia clar posibilitatea utilizarii NPs ca si agent de contrast, relaxivitatea
transversala r, a fost deasemenea determinata pentru toate concentratiile. Evolutia acestui

parametru poate indica posibila utilizare a NPs ca si agent de contrast in MRI 12,

Dupa cum a fost asteptat, modificarile relaxivitatii r, sunt evidente cu cresterea
concentratiei de NPs. Valorile r,, calculate pentru fiecare concentratie (0.15 mM, 0.30 mM si
0.44 mM), au fost 13.99 mM™s?, 20.55 mM™s™ si respectiv 15.24 mM™s™ (vezi Tabelul 1).
Chiar daca rata de relazare R, are 0 crestere continua cu concentratia (vezi figura 11b), am
observat ca relaxivitatea r, scade pentru proba cu concentratia cea mai ridicata, comparativ cu

celelalte. Un comportament similar a fost discutat intr-o lucrare anterioara

, unde a fost
indicat cd 0 concentratie ridicatda de NPs impreuna cu rata de relazare ridicata, pot sa atinga
un contrast similar cu o concentratie scazuta de NPs si o rata de relazare mai mica. O
dependenta de concentratie a fost corelatda cu 0 evolutie a contrastului si un punct de inversie
a fost infatisat, unde, cresterea densitatii de NPs, dispersate in solutie apoasa, nu mai
Tmbunatateste eficienta ca si agent de contrast, indiferent de trendul crescator al ratei de

relaxare Ry.

Lipsa unei cresteri lineare a lui R, poate fi explicata prin scaderea distantelor dintre
particule, ca 0 consecinta a unei agregari partiale, intr-un cdmp magnetic aplicat. Acest fapt
reflecta cd, pentru a evita agregarea intre particule, concentratia optima de NPs de FeB,

pentru aplicatii ca si agent de contrast in MRI, este 0.30 mM.
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(b)

0.15 mM 030 mM 0.44mM (a)

'.'«'; %
=

8
045 0.20 025 030 035 040 0.45
NPs concentration (mM)

water dispersed  dispersed dispersed 1 cm
FeB NPs FeB NPs FeB NPs

Figura 11: (a) Pornderile T, ale imaginilor de rezonantd magnetica, la 7 T,

comparénd contrastul T, al apei deionizate ultrapure si NPs de FeB dispersate, cu

trei concentratii diferite 0.15 mM, 0.30 mM si 0.44 mM; (b) rata de relaxare R; in

Sfunctie de concentratia NPs de FeB dispersate.

1VV.2.3.2. Influenta acoperirii cu PEG asupra Tmbunititirii contrastului si a stabilitatii

coloidale

Urmatorul pas a fost sa determinam diferentele din punct de vedere al contrastului si
peste timp, intre NPs de FeB dispersate in solutie apoasd si cele acoperite cu PEG si
deasemenea dispersate in solutie apoasa, folosind in ambele cazuri concentratia de 0.30 mM
(vezi figura 12b). Timpii de relaxare T, au fost determinati pentru ambele, NPs de FeB si cele
de PEG FeB, si comparati cu valoarea T, inregistratd pentru apa deionizata ultrapura.
Imaginile MR cu ponderile T, au fost Tnregistrate imediat dupa functionalizare si 2 ore mai
tarziu (vezi figurile 12a,b). Chiar daca a fost folosita aceeasi concentratic de NPs, o reducere
mai scazutd a T, a fost observatda pentru NPs de PEG FeB (vezi figura 12a). Reducerea
semnalului T, al NPs functionalizate cu PEG a fost de 39.9%, in comparatie cu cea a NPs de
FeB nefunctionalizate, care a fost indicata ca fiind 61.6%. Acesta este un comportament
normal, ludnd in considerare ca dimensiunea medie a NPs de PEG FeB (si astfel, suprafata) si
masa moleculard sunt crescute Tn comparatie cu NPs dispersate si neacoperite ', datorita
contributiei lanturilor PEG la suprafata NPs si astfel, distanta dintre “core”-urile magnetice
vecine fiind crescuta. Astfel, relaxivitatea r, a fost gasita mult mai ridicata Tn cazul NPs
neacoperite, in jur de 35.55 mM™s™, in timp ce, cea a NPs acoperite a fost identificata in jur
de 14.69 mM™s™ (vezi figura 12b). Aceasta reducere a fost legatd de sciderea semnalului

superparamagnetic %,

Stabilitatea in timp a fost dovedita de masuratorile MRI inregistrate dupa 2 ore.

Alterarile T, pentru NPs dispersate si NPs cu PEG dispersate, au fost determinate ca fiind
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59.6% si 37.6%, cea ce evidentiaza faptul ca nu apar schimbari importante peste timp din

punct de vedere al timpului de relaxare To.

O scadere foarte mica a relaxivitatii r, a fost observata dupa 2 ore de imersie pentru
ambele probe, NPs de FeB si NPs de FeB acoperite cu PEG. Valorile relaxivitatii au scazut
cu 1.97 mM™s™ si respectiv cu 1.18 mM™s™ fata de cele Tnregistrate initial, reprezentand
7.7% si respectiv 8.0%. Aceasta modificare redusd peste timp poate fi atribuita existentei
unui usor feromagnetism, dupa cum a fost evidentiat de masuratorile SQUID, realizate pe
NPs depozitate initial (vezi sectiunea I11.4, Capitolul III), si cauzata probabil de distributia de
NPs mici, evidentiata de analiza AFM a probei depozitate initial (nu este aratata aici). Aceste
NPs pot agrega mai rapid sub influenta unui cAmp magnetic, datoritd unei magnetizari
remanente mai mari. Aceasta descoperire sustine ideea ca nu apar modificari importante, din

punct de vedere al stabilitatii coloidale, in functie de timp, dupa dispersia in solutie apoasa.

Din analiza de mai sus este dedus ca, prezenta stratului de PEG, pe suprafata
depozitului de NPs de FeB, afecteaza reflexivitatea, indicand o eficienta scazuta ca si agent
de contrast, in comparatie cu NPs de FeB neacoperite. Chiar daca NPs neacoperite dezvolta o
reflexivitate mai ridicata, atasamentul PEG-ului reprezinta o solutiec de compromis din punct

de vedere al biocompatibilitatii NPs 10-1215-17:104-106,

(b)

35. I dispersed
FeB NPs
30 «
I dispersed
25 PEG FeB NPs

initially

initially 2h later
Over time stability (h)
X ) R Figura 12: (a) Ponderile T, ale imaginilor
dispersed dispersed de rezonanta magneticd, la 7 T, compardnd
130N O d R AN -ontrastul T, in timp al apei deionizate

ultrapure, NPs de FeB dispersate si NPs

water

dispersate de PEG FeB, cu concentratia
diferite de 0.30 mM; (b) stabilitatea
coloidald in functie de timp NPs dispersate
Qe |de FeB (proportia neagrd) si NPs
dispersate de PEG FeB (proportia rosie).
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Concluzii

Scopul initial al acestei lucrdri a fost de a fabrica si caracteriza nanoparticulele
superparamagnetice si amorfe de FeB, cu diametrul in intervalul 10-20 nm, care pot fi
folosite in medicina, de exemplu ca agent de contrast in MRI, si deasemenea in domeniul

aplicatiilor tehnologice.

Caracterizarile AFM si TEM au demonstrat forma sferica a nanoparticulelor fabricate.

Masuratorile TEM au indicat deasemenea natura amorfa a depozitului de nanoparticule.

Compozitia elementala rezultata din analiza XPS 1n adancime a fost caracterizata de o
schimbare a compozitiei de la suprafata catre interior, cu o crestere a raportului Fe/B (de la
0.29 1a 0.56, si dupa un timp mai lung de bombardament cu ioni de Ar*, corespunzand unei
adancimi de 1.8 nm, raportul devine relativ constant) si a nivelului de oxidare.
Nanoparticulele de FeB sunt caracterizate de o structura de tip “core-shell” compusa din fier
si o structura a invelisului formata din amestecul fierului cu borul. Nanoparticulele nu
prezinta comportament feromagnetic la temperatura camerei, deoarece atomii de fier din
structura invelisului sunt izolati intr-o matrice de oxid de bor. Caracterizarile AFM si TEM
releva o distributie a dimensiunii NPs de FeB foarte larga. Dimensiunea superparamagnetica
relativ mica, dedusa din masuratorile SQUID, poate fi inteleasa prin prezenta unui invelis
foarte gros de oxid distribuit pe un interval variat de grosimi, care deasemenea indica o

influenta puternica a oxigenului in proprietatile rezultate ale nanoparticulelor.

Valoarea redusd a dimensiunii magnetice efective determinata prin reprezentarile
“Langevin fit” si “Triple fit”, impreuna cu prezenta invelisului de oxid de diferite dimensiuni
care inconjoara componenta magnetica, sunt in contradictie cu distributia ingusta a
temperaturii de blocare. Acest comportament ciudat poate fi explicat prin faptul ca structura
invelisului nu este magneticd, si din acest motiv, nu sunt influente, datorate diferitelor

grosimi ale invelisului de oxid, in raspunsul magnetic al nanoparticulelor.

Pentru a evita eliminarea prematurda din mediile biologice, dupa cresterea lor,

nanoparticulele au fost acoperite cu polyethylene-glycol (PEG).

Au fost folosite doud metode diferite de acoperire. Mai intéi, pentru o mai buna
evidentiere a atasamentului PEG-ului si a modificarilor in proprietatile chimice si structurale,

depozitul de nanoparticule a fost functionalizat direct pe substratul de siliciu.
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Analizele XPS intre scan-urile extinse si spectrele de finaltd rezolutic ale
nanoparticulelor neacoperite si a celor acoperite cu PEG direct pe substrat, reflecta schimbari
importante n structura chimica a suprafetei, caracterizate prin scaderea cantitatii de bor dupa
functionalizare, de la 81.4% la 25.3%, in timp ce contributia fierului creste de la 19.6% la
74.7%. Dizolvarea unei cantitati importante de bor dupa imersia depozitului de nanoparticule
a fost demonstrata de analiza UV-Vis, efectuatd pe solutia apoasa folosita pentru
functionalizare, care indica prezenta borului. Atasarea PEG-ului de suprafata depozitului de
naoparticule a fost foarte bine indicata de cresterea cantitatilor de oxigen si de carbon datorita
contributiei aditionale a unitatilor CH,—O, originare din componenta lanturilor PEG. Datele
XPS au fost deasemenea sustinute de analizele structurale Raman si IR, care evidentiaza, in

nanoparticulele acoperite, prezenta grupurilor de eter din stratul de polyethylene-glycol.

Modificarile din punct de vedere al grupurilor chimice, intre suprafata si interiorul
nanoparticulelor functionalizate, au fost investigate Tn intervalul 0 - 19.1 nm distanta fata de
suprafati. In ciuda scaderii concentratici de bor dupi atasarea PEG-ului, evolutia cu
adancimea este similara ca si in cazul probei depozitate initial, Cu 0 crestere a concentratiei de
fier de la suprafatd catre interior, ca 0 consecinta a scaderii borului. Evolutia chimica in
functie de adancime indica o oxidare usor mai ridicata in primele stagii de adancime studiate,
pani la 1.2 nm distantd fatd de suprafata. Intr-un mod similar ca si in cazul nanoparticulelor
depozitate initial, profilul in adancime a aratat ca atomii de fier se leaga preferential de cei de
oxigen. Fierul metalic apare mult mai aproape de suprafata nanoparticulelor dupa
functionalizare. Porozitatea ridicatda a depozitului duce la dizolvarea borului si din interiorul
depozitului. Comparand cu structura borului care caracterizeaza interiorul nanoparticulelor
depozitate initial, nu sunt observate diferente importante intre 0 nm si 19.1 nm dupa
functionalizarea pe substrat, cu o distributie aproape omogena a oxidului sub-stoichiometric
B-O, indiferent de adancime. Concentratia de azot indica deasemenea o distributie relativ
omogena de-a lungul intregii adancimi studiate. Din evolutia Tn functie de distanta fata de
suprafata a grupurilor O-C, originare de la structura PEG-ului, a fost determinata grosimea
stratului de PEG de deasupra depozitului de nanoparticule, ca fiind 4.2 nm. Totusi, n
interiorul straturilor de nanoparticule s-a gasit o cantitate constanta si substantiala de legaturi
O-C, fiind cauzata de porozitatea ridicata a depozitului. Tn timp ce oxigenul de la suprafati a
fost gasit sub forma de hidroxid, a fost observata o tranzitie catre starea de oxid si, dupa 6 nm

distanta fata de suprafata, contributia hidroxidului a fost nula.
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Pentru investigarea Tmbunatatirii contrastului, a doua cale utilizatd pentru a
functionaliza nanoarticulele a constat mai intai in separarea acestora de pe substrat si doar
apoi acoperirea lor cu polyethylene-glycol. Masuratorile UV-Vis si de potential Zeta,
efectuate pe nanoparticulele dispersate si functionalizate, evidentiaza, in concordantd cu
masurdtorile XPS, Raman si IR pe proba functionalizatd pe substrat, interactiunea chimica

dintre suprafata nanoparticulelor si lanturile PEG.

Trei concentratii diferite de 0.15 mM, 0.30 mM si 0.44 mM au fost utilizate pentru
investigarea schimbarilor in contrast in functie de concentratia nanoparticulelor. Lipsa unei
linearitati in cresterea ratei de relazare R, poate fi explicata de scaderea distantelor dintre
particule ca o0 consecinta a unei agregari partiale sub influenta unui cdmp magnetic aplicat.
Pentru a preveni agregarea dintre particule, concentratia optima de nanoparticule de FeB,
pentru aplicatii ca si agent de contrast in MRI, ar trebui sa fie 0.30 mM, cu o relaxivitate de
20.55 mMs™,

Pentru a investiga evolutia din punct de vedere a contrastului dupa acoperirea cu PEG,
concentratia de nanoparticule de 0.30 mM a fost investigata inainte si dupa functionalizare. O
scadere a semnalului superparamagnetic a fost observata in cazul nanoparticulelor acoperite
cu PEG, fiind cauzata de diminuarea relaxivitatii, care a fost gasitda mult mai scazuta (14.69
mM?s?) in comparatic cu cea a nanoparticulelor neacoperite (35.55 mM™s?).
Nanoparticulele acoperite cu PEG au aratat o eficientd mai scazuta ca si agent de contrast.
Totusi, atasamentul acestuia reprezinta 0 solutie de compromis din punct de vedere al

timp, dupa dispersarea n solutia apoasa, in cea ce priveste stabilitatea coloidala.

Dupa cum s-a mentionat deja, analiza MRI “in vitro” a fost realizata sub influenta
unui camp magnetic de 7 T. Acest lucru este important, avand in vedere ca analizele MRI
clinice implica deasemenea valori mari ale campului magnetic pentru nanoparticulele

utilizate ca si agent de contrast *2.

Ideea folosirii nanoparticulelor pe baza de fier ca si agent de contrast in MRI a mai

=< 5,107
a

fost studiat . Este bine stiut faptul ca dimensiunea nanoparticulelor reprezinta un

parametru important din punct de vedere al evolutiei relaxivitatii. Cu cat sunt mai mici

nanoparticulele, cu atat relaxivitatea este mai scazuta 6%

, in buna corelare cu magnetizarea
saturatie, scaderea di iunii . T i , i i
de saturatie, care scade cu scad dimensiunii 18, Tn particular, nanoparticulele de oxid de

fier cu dimensiunea de 4 nm indica o relaxivitate de aproximativ 75 mM™s™ *®. Luand fn
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calcul ca dimensiunea superparamagnetica a nanoparticulelor de FeB a fost gasita ca fiind 2.9
nm (vezi sectiunea 1l1.4, Capitolul III), valoarea reflexivitatii este apropiatd de cea din
literaturd. Un studiu similar pe nanoparticule de FeB a fost deasemenea observat '®.
Comparand cu acesta, unde valoarea relaxivitatii a fost de 9.96 mM™s™, nanoparticulele de
FeB din studiul de fata indica o relaxivitate mai ridicata si astfel o imbunatatire a contrastului
pe T, mai eficientd. In concluzie, din analiza de mai sus, raspunsul ca si agent de contrast in
MRI al nanoparticulelor superparamagnetice de FeB, atat neacoperite cat si functionalizate cu

PEG, este promitator pentru viitoarele studii “in vivo”.
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