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RESUMO

A microscopia eletronica de transmissao (MET) € explorada nas mais diversas areas da ciéncia,
dado o seu grande poder de resolugdo quando comparado a outros microscopios. Estas andlises
s0 sao realizadas devido a uma pega de extrema importancia que serve como o suporte dos
espécimes estudados, os grids. Contudo, esta peca diminuta apresenta custos relativamente
altos. Ainda assim, os grids MET sdo costumeiramente utilizados uma Unica vez e entdo
descartados, a0 menos € o que se espera ao consultar as bibliografias disponiveis. Entretanto,
sabe-se no meio académico que existem possibilidades de reutilizagdo destes grids, apés uma
previa limpeza e reposi¢ao dos filmes de revestimento. Assim, propde-se uma revisao da
literatura procurando mapear as aplicagdes da microscopia eletronica de transmissdo na
reutilizagdo de grids e em paralelo analisar o uso dos principais tipos destes aplicados na
observa¢do de amostras inorganicas, bioldgicas, orginicas e areas onde sdo empregadas a
microscopia eletronica de transmissdo. Desse modo, empregando grandes bases de dados
Scopus e Web of Science foram levantados artigos da area de interesse a partir de estratégias
de buscas muito bem definidas. Estes resultados foram catalogados, lidos, fichados e
posteriormente organizados em tabelas e graficos para andlise e discussdo destes. A
argumentacao deste trabalho se dividiu em dois momentos, o primeiro acerca da aplicabilidade
dos grids e suas caracteristicas mais relevantes para cada area e a segunda focando
completamente no conhecimento sobre o reaproveitamento dos grids.

Palavras-chave: Microscopia Eletronica De Transmissdo; Grid; Limpeza; Reuso;

Reutilizagao.



ABSTRACT

Transmission electron microscopy (TEM) is explored in the most diverse areas, given its great
resolving power when compared to other microscopes. These analyzes are only performed due
to an extremely important piece that serves as the support of the studied specimens, the grids.
However, this tiny part has relatively high costs. Still, TEM grids are usually used once and
then discarded, at least that's what you'd expect when consulting available bibliographies.
However, it is known in the academic world that there are possibilities of reusing these grids,
after a previous cleaning and replacement of the coating films. Thus, it is proposed a literature
review seeking to map the applications of transmission electron microscopy in the reuse of grids
and, in parallel, analyze the use of the main types of grids used in the observation of inorganic,
biological, organic samples and areas related to TEM techniques. Thus, using databases Scopus
and Web of Science databases, articles in the area of interest are collected using very well-
defined search strategies These results were catalogued, read, filed and later organized into
tables and graphs for their analysis and discussion. The argumentation of this work was divided
into two moments, the first about the applicability of grids and their most relevant
characteristics for each area and the second focusing completely on knowledge about the reuse
of grids.

Key-word: Transmission Electron Microscopy; Grid; Cleaning; Reuse; Reusability.
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1. INTRODUCAO

O microscopio eletronico de transmissdo — MET, vem ha décadas sendo
amplamente utilizado com um instrumento de pesquisa nas mais diversas areas da ciéncia,
visto que esse tem um alto poder de resolucao (0,2 um), ndo somente ficando preso a
analises superficiais, mas também sendo capaz de obter imagens microestruturais,
fornecendo informagdes sobre composi¢cdes quimicas, morfologia, informacgdes
cristalograficas e possibilitando a elucidagdo e o desenvolvimento de correlagdes entre
essas caracteristicas e propriedades macroscopicas destes materiais analisados
(CANEVAROLO JR, 2017). Um equipamento bastante robusto, 0 MET possui diversos
componentes de extrema importancia para a pratica das analises. Segundo Padilha (p. 3,

2008)

Um microscopio moderno de transmissdo possui cinco ou seis lentes magnéticas,
além de varias bobinas eletromagnéticas de deflexdo e aberturas localizadas ao
longo do caminho do feixe eletronico.

Além das lentes e bobinas responsaveis pela focalizacdo e geracdo do fluxo de
elétrons, tem-se uma peca fundamental para a analise, o grid (grade), uma tela de cerca de
3,05 mm com malhas que serve de suporte para amostra. Geralmente, os grids sao
funcionalizados, manualmente ou ja sdo comprados dessa forma, recebendo uma ou mais
camadas de filmes de revestimentos, sendo os mais comuns filmes de carbono amorfo ou
formvar (polimero derivado do monomero polivinil formal), comumente utilizados juntos

(LEAL, 2000).

Apos essa preparacdo, o espécime ¢ depositado na malha que ¢ inserida no porta
amostra que entdo € posto no microscopio. Normalmente, nos laboratorios os grids sdao
descartados apos o uso, uma vez que apos a analise, este contém além dos filmes que o
compde a amostra recém analisada, visto que para algumas realidades este tem um custo
consideravelmente aceito. Todavia, no Brasil ndo existe fabricante destes grids, o que

implica na necessidade de importacao destas.

Sabe-se que o fomento a ciéncia nacional ¢ um assunto delicado desde a sua origem
no Brasil (FAZZIO, 2017), de forma que ao passar dos anos o or¢amento para este variou
consideravelmente. Ao observar o grafico (imagem 1) da evolugdo dos recursos para o
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes (MCTI) tem-se apos um breve periodo de

crescimento em 2012 e leve estabilidade em 2013, uma queda acentuada entre 2014 ¢ 2016
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— ano em que houve a fusdo MCTI com o Ministério das Comunicagdes. Visualizando a
questdo econOmica atual, existe a estimativa que o investimento total em atividades de
pesquisa cientifica e desenvolvimento tecnoldgico (P&D) no Pais esteja hoje em torno de

1%, significativamente inferior a paises desenvolvidos (ESCOBAR, 2021).

Figura 1 — evolugdo dos recursos para o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inova¢des (MCTI).

11,545 1,626

Com a fusao do Ministério das Comunicagdes,
o orgamento da pasta foi incorporado ao MCTIC

6,504
5,498

5,201

5,559
3,705

Em 2020, o governo recriou o Ministério das
Comunicagdes, desmembrando-o do MCTI

1,875

2009 2010 20mn 2012 203 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Fonte: Pesquisa Fapesp 06/2021.

Diante deste cendrio um tanto desanimador a ciéncia continua a se reinventar. E
justamente com esse pensamento que esse trabalho € desenvolvido, objetivando explorar e
reunir informagdes sob as técnicas de uso e reaproveitamento do grid na execugdo de
andlises em Microscopia Eletronica de Transmissdo. Para isto, categorizou-se,
classificando, os tipos de grids, bem como suas aplicabilidades, monitoraram-se através de

grandes bases de dados as metodologias de uso habitual e de reaproveitamento destes.

O seguinte trabalho se divide cinco partes: fundamentagdo tedrica, onde os
conceitos indispensaveis para o entendimento dos assuntos aqui explorados sao
apresentados; estado da arte, no qual ¢ exposto e discutido um mapeamento sobre o cenario
atual do reaproveitamento de grids MET; na metodologia, sdo abordados todos os passos

realizados no levantamento bibliografico, bem como a sele¢ao dos artigos discutidos.

Nos resultados e discussoes, sdo expressos os resultados em dois momentos, no
primeiro a exposi¢ao e discussdo dos usos dos grids, suas caracteristicas e aplicagdo em
diversos tipos de amostra. Em seguida, sdo apresentadas metodologias de tratamento dos
grids encontrados na literatura e discutidas as fundamentagdes tedricas dessas. Por fim,
tem-se a conclusdo, onde se encontra o fechamento do trabalho, bem como os proximos

passos a serem seguidos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Microscopia

Segundo Moreira (p. 1, 2013) “o microscopio ¢ um instrumento utilizado para
ampliar e observar estruturas pequenas dificilmente visiveis ou invisiveis a olho nu”.
Dentro dessa defini¢do ¢ possivel englobar os microscopios Opticos, que possui como
principio o uso da luz visivel ou ultravioleta para a ampliagdo da imagem diferente do
principio do microscopio eletronico que faz o uso de elétrons, abrindo um vasto leque de

possibilidades da visualizacdo de pequenas particulas.

Os microscopios Opticos fazem uso de uma lampada, que emite luz visivel ou em
alguns casos luz ultravioleta, possibilitando a ampliacdo da imagem pelo principio da
difracdo da onda, de modo que o comprimento da luz incidente junto a combinacdo de
lentes leva a formacao da imagem ampliada, entretanto este tem uma limitagao na resolugao
(inferior a 0,2 um), a distdncia minima de dois pontos (ou objetos) para que esses sejam
observados de forma distinta —, ou seja, detalhes menores passam a ser despercebidos (da

COSTA, 2016).

Este limite foi estabelecido e permanece valido até os dias atuais, de acordo com
Regalin (p. 21, 2019):

[...] tal limite pode ser deduzido a partir da dptica geométrica, mas também pode
ser derivado diretamente do principio da incerteza de Heisenberg e estabelece
que ¢ o comprimento de onda usado na observagdo quem limita a diferenciagdo
de dois pontos de um objeto.

A partir dessa dedugdo ¢ apresentada a seguinte equacao:

i . 2
r= ou ainda r=_ (1)
n.sinu NA

Onde:

e rrefere-se a resolucao;

e ) ¢ o comprimento de onda

e n ¢ o indice de refracdo do material que fica entre a luz e o objeto, ou seja,
a lente;

e ¢ o semidngulo formado pela luz que passa pela lente do microscopio;

e NA ¢é o namero de abertura lente.

Dessa forma para haver uma maior resolucao se faz necessaria uma maior abertura

da lente, todavia sabe-se, matematicamente, que o valor maximo para o seno ¢ igualal e
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para isso o angulo p deve ser igual a 90°, pois sin90° = 1, no entanto este valor se torna
impossivel de ser atingido, uma vez que para tal seria necessaria uma lente de tamanho
infinito. Sendo assim, a resolugdo fica inteiramente relacionada ao comprimento da onda,
de forma que para esta ser satisfatoria o A deve ser inferior a 0,2 pm, saindo completamente

do espectro da luz visivel.

Diante do apresentado, a limitagdo dos microscopios dpticos abre espaco para novos
equipamentos. Dessa forma, surgem, com os avangos da fisica e da dptica quantica,os
microscopios eletronicos, que abandonam de vez o uso da luz e aderem ao uso de elétrons
possibilitando o aumento da resolu¢do de 0,2 pm para 10 nm ao se tratar dos microscopios
eletronicos de varredura (MEV), até 0,2 nm utilizando os microscépios eletronicos de
transmissdo (MET) ou até 0,050 nm ao se empregar a microscopia eletronicade transmissao
de alta resolugdo — HRTEM, onde as imagens sdo formadas pela rede atdmica das amostras

(MILLAN, 2006).
2.1.1.  Microscopia eletronica de transmissao

Na microscopia eletronica de transmissao o feixe de elétrons atravessa a amostra,
assim a imagem ¢ gerada pela passagem dos elétrons pelo material, esse feixe resultante
contém elétrons originais, que ndo interagiram com a amostra, € elétrons que tiveram sua
velocidade e diregoes alteradas ap0s interacdo. Esta técnica tem um alto poder de resolugao,
atualmente atingindo valores de cerca de 0,2 nm, o que possibilita a observacao do interior
de amostras inorganicas, organicas e biologicas, bem como facilitar a observagdo das

microestruturas destas (LEAL, 2000; RAMOS, 2013).

No MET uma amostra fina, na ordem de 5 nm — a depender da intensidade
eletronica do microscopio, bem como da densidade da mesma —, ¢ irradiada por uma
corrente uniforme de elétrons, estes interagem fortemente com os atomos do espécime por
espalhamentos elasticos e inelasticos (REIMER, 1989). A imagem ¢ formada, segundo
Pergo, (p. 177, 2019) pela distribuicdo de intensidade e dire¢do controladas pelas leis de

difragdo impostas pelo arranjo cristalino dos 4&tomos na amostra.

O feixe de elétrons formado sob alta tensdo gera uma onda de curto comprimento,
0 que possibilita uma maior resolucdo. Essa operagao deve ser realizada no vacuo, uma vez

que em atmosfera comum os elétrons chocam-se contra as particulas do ambiente e perdem
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velocidade, impossibilitando a formacao do feixe de elétrons que ira incidir na amostra

(SAWYER; GRUBB, 1996).

Visto que o que passa pela amostra sdo os elétrons, a imagem formada pelo MET
ndo pode ser vista diretamente a olho nu, desse modo os elétrons sdo captados por uma tela
fluorescente que ¢ fotografada por uma camera e entdo ¢ possivel ver a fotografia do

espécime (ROCHOW; ROCHOW, 1979).

A imagem formada no microscopio eletronico de transmissdo ¢ dada em tons de
preto e branco, isso se da por conta do seu principio de concepg¢ao a interagdo ou nao com

o feixe de elétrons. De acordo com CANEVAROLO JR (p. 186, 2017):

Na tela fosforescente, as partes escuras da imagem correspondem a regides em
que poucos elétrons foram transmitidos através da amostra (isto é, regides mais
espessas, ou mais densas ou que difrataram o feixe incidente). As areas mais
claras representam as regides da amostra transparentes aos elétrons (sdo mais
finas, menos densas ou ndo difrataram o feixe incidente); [...]

Assim, € possivel esclarecer o conceito de transparéncia eletronica, extremamente
relevante para o MET, esta consiste na passagem do feixe de elétrons sem interagdo com o
material. De modo que na microscopia eletronica tem-se o interesse por filmes de
revestimento com grande transparéncia, pois assim s6 a imagem da amostra serd gerada. A
transparéncia da amostra também ¢ importante, visto que um espécime denso absorveria

todo ou grande parte dos elétrons impossibilitando a formacao da imagem.

A transparéncia eletronica estd diretamente ligada ao tamanho do nucleo dos
atomos, uma vez que a interacao ¢ dada também pelos elétrons do feixe e os prétons do
nucleo. Dessa forma, amostras/filmes de revestimentos formados por elementos de grande
nimero atdmico sdao menos transparentes que materiais formados por constituintes de

menor numero atdmico.

Visto essa necessidade de menor espessura das amostras o MET pode ser visto, em
alguns casos, como uma técnica destrutivel. Dado que para diminuir a densidade da amostra
varias metodologias de redugdo sao empregadas, como desbastes quimicos e fisicos;
bombeamento i6nico, polimento, feixe de ions focalizados (FIB) dentre outros (OLEA,

2002).
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Além das técnicas de preparagdo da amostra, esta precisa ainda suportar as
condi¢des de operagdo do microscopio eletronico de transmissdo, de forma que a energia
emitida no espécime para a obtencao da imagem nao degrade o mesmo. Dessa forma, deve-
se atentar para amostras que ainda contenham agua, visto que a temperatura dentro do
equipamento ¢ suficiente para a evaporacdo desta, bem como a temperatura maxima que

alguns materiais suportam para que esta ndo seja atingida durante a analise.

2.2.1.1. O microscopio

O microscopio eletronico de transmissdo pode ser divido em: sistema de
iluminagao, sistema de manipulacdo, sistema de imagem e sistema de vacuo, um esquema

deste aparelho pode ser visualizado na figura 2 (LEAL, 2000).

Figura 2 — Esquema geral do microscépio eletronico de transmissao.

—

Filamento_?;ﬁ' f— Cilindro de Wehlnet
Anodo — ==
s [
: Abertura fixa — >
Sistema de_< .
Iluminagéo Lente condensadora 1 —— ¢ @
Abertura fixa — <>
Lente condensadora 2 —E E
— R
Sistema de
B Manipulagao
Sistema de
Imagem Lente intermediaria
Lentes projetoras

—— (Tela fluorescente

Fonte: Luiz Henrique Monteiro Leal, 2000 (adaptado).

O sistema de iluminagdo tem a funcdo de gerar e transmitir os elétrons até a amostra
analisada, este ¢ formado basicamente pelo canhao de elétrons (eléctron guns) e as lentes
condensadoras, que permitem um maior controle da quantidade de radiagao que chega na
amostra. O canhdo de elétrons ¢ formado por uma fonte de elétrons que pode funcionar de

duas formas: por emissdo termionica ou por emissao de campo frio (GAHLOT, 2020).
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A fonte por emissdo termionica (figura 3 — a) é formada, geralmente, por uma haste
em formato de V de tungsténio (ou um cristal de ponta fina de LaBs utilizada quando se
necessita de alto brilho da arma), o cilindro de Wehnelt — que € um eletrodo — e o anodo.
Nessa fonte, aplica-se uma voltagem na haste que aquece o filamento por incandescéncia,

emitindo os elétrons.

Porém, os elétrons gerados sdo de baixa energia portanto precisam ser acelerados
antes de entrar na coluna de elétrons. A velocidade ideal ¢ atingida ao polarizar o cilindro
de Wehnelt negativamente através de uma resisténcia variavel, em relagdo ao filamento. O
eletrodo repele os elétrons pela abertura (de 2 a 3 mm) central deste, enquanto que o anodo
abaixo do sistema os atraia, assim o conjunto cilindro de Wehnelt — 4nodo agem como

lentes condensadoras.

Ja na fonte de emissdo de campo frio (figura 3-b), um forte campo eletrostatico ¢é
aplicado a uma ponta fina de tungsténio, o que permite que os elétrons escapem do sélido

e sejam atraidos pelos anodos que se localizam abaixo da fonte (HITACHI, 2016).

Figura 3 — Esquema fontes de elétrons, onde a - fonte de emissao termidnica e b — fonte de
emissdo e campo frio.

. B o
Anodo 1

= Y 00 aof -— == I

Filamento de || weohnel

ehnelt LaBgouCeBg
Tungsténio ||+~ > Ponta de
Tungsténio
| | ]
Fonte de emissio termidnica Fonte de emissdo de campo frio
a b

Fonte: Alex Ilitchev, 2019 (adaptado).

As lentes condensadoras (C1 e C2), sdo lentes eletromagnéticas que possuem a
fun¢do principal de focalizar o feixe de elétrons, formando o feixe paralelo que ira incidir
na amostra. Esta ¢ formada por bobinas eletromagnéticas, onde a partir da passagem de
corrente elétrica gerasse o campo magnético, que possibilita a colimagdo dos elétrons

através das mudangas nas aberturas (TELES, 2017).
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O sistema de manipulagdo (figura 4) se encontra apos o sistema de iluminagdo e
antes do sistema de imagem, ¢ formado por: porta amostra, acessorios ligados a
movimentagao da amostra e o grid. O grid suporta o espécime e ¢ inserido no porta amostra
— que permite a manipulagdo do mesmo nos eixos X, Y, Z — o qual ¢ introduzido no
microscopio através de uma trava de vacuo que possibilita a manutenc¢do do alto vacuo a

qual o equipamento ¢ submetido.

Figura 4 — Esquema sistema de manipulago.

Lente objetiva

B Porta-amostra MET

suportada B
no Grid =

1f I |

Fonte: Nafari et al, 2008 (adaptado).

Em seguida encontram-se o sistema de imagem, formado pelas lentes objetivas,
intermedidrias e projetoras, estas sdo responsaveis pela geragdo, aumento e proje¢do da
imagem. A lentes objetivas sdo tidas por Williams e Carter (p. 150, 2009) “o coragdo do
MET”, uma vez que sao elas que formam a imagem. Estas t€ém aberturas auxiliam no
aumento do contraste da imagem, bem como interferir na profundidade do foco. De acordo

com Ramos (p. 14, 2013):

A lente objetiva forma uma imagem intermediaria do objeto e a lente de projecao
forma a imagem real final [...]. A imagem final ¢ projetada em uma tela
fluorescente (ou placa fotografica).

Como jé citado, o elétron s6 se comporta como luz no vicuo, uma vez que ndo ha
particulas no ar com o qual esse possa se chocar. Dessa forma, todo o microscopio — dos
sistemas de iluminagdo até a cAmera — esta sob vacuo, todavia esse varia pela coluna, sendo
0 mais alto ao redor da fonte e da amostra, enquanto que vacuos menores sao encontrados
na base do microscopio. O vacuo atingido no MET é em torno de 10* e 107 Pa e,

geralmente, ¢ gerado por duas bombas, uma rotatéria e uma difusora (COMPANY, FEI

2016).
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2.2. Grid

Os grids MET (figura 5) devem ser escolhidas com bastante atengdo, levando
sempre em consideragdo o espécime que sera analisado. Segundo Sawyer e Grubb (p. 84,

1996):

As grades vém em uma variedade de tamanhos e formas de malha. Tamanhos
em faixa de uso geral de 50 a 400 mesh [...]. A malha de grade usada ¢
tipicamente quadrada; mas para alguns materiais, pode se optar por tela com
fenda, retangulos, hexagonos ou orificios simples. As grades sdo feitas de cobre,
na maior parte, mas berilio, ouro, polimero e grades de niquel sdo usados para
varias aplicacdes, por sua resisténcia quimica [...].

Figura 5 — Representagdo de um grid de
Microscopia Eletronica de Transmissao.

Fonte: Vieira (2021).

2.2.1.  Classificagao

2.2.1.1. Quanto ao material

Segundo ECHLIN (p. 34, 2009):

Essas grades [...] sdo feitas de metais condutores, como cobre, ouro e platina; de
metais baixos ou nao magnéticos, como niquel, rédio e ago inoxidavel; de
elementos de metal leve como berilio e aluminio e materiais ndo metalicos, como
carbono e alguns polimeros.

Em geral, grids de cobre sdo utilizados amplamente nas mais diversas analises, uma
vez que este material ¢ um condutor estavel ao feixe de elétrons e barato, todavia existem
situacdes que envolvem o uso de acidos, bases e alguns sais que impedem o uso desta. De
modo que outros materiais, mais caros, mas com maior resisténcia sao utilizados, como:

ouro, niquel, molibdénio.
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2.2.1.2. Quanto a forma da malha

Junto ao tamanho da abertura, a forma da malha ¢ de extrema importancia para que
a amostra seja suportada, de modo que a selegdo da malha correta influencia diretamente
os resultados obtidos e a eficacia da preparacao da amostra. No mercado, ¢ possivel
encontrar as mais diversas geometrias de malhas, bem como malhas formadas por ranhuras
(figura 6), todavia a que apresenta melhor robustez frente aos espécimes estudados e ¢é
largamente utilizada sdo os grids de malha quadrada, estas t€m uma maior robustez frente

aos rigores da preparacdo da amostra (Inc., SiMPore 2011).

Figura 6 — Diferentes tipos de malhas de grid, sendo elas: a -
quadriculada; b - malha paralela e retangular; ¢ - hexagonal; d -
grades de abertura; e - slot grids; f - fine hex mesh grids.

a b c

d e f

Fonte: Special Pattern Grids, 2020 (adaptado).

Entretanto, existem situagdes caracteristicas que pedem por grids especificos, como
as geométricas: de malha paralela e retangular — utilizada para obter informagdes de faixas
sequéncias de se¢Oes; malha hexagonal — que fornecem maior robustez que as malhas
quadriculadas. Quanto aos grids com ranhuras ¢ possivel citar: abertura, Slot Grids, Fine

Hex Mesh Grids (Special Pattern Grids, 2020).
2.2.1.3. Quanto ao tamanho — mesh

Ao escolher a quantidade de aberturas por polegada dentro dos 3,05 mm de um
grid, ou seja, o mesh deve-se levar em considera¢do do tamanho do conglomerado do
espécime, de forma que a amostra se mantenha suportada na grade sem passar pelas

aberturas. E possivel encontrar diversos tamanhos de grid (figura 7) que se encaixe nas
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mais diversas situagdes, sendo os de maiores mesh aqueles que contém uma malha mais

reduzida.

Figura 7 — Grid de malha quadriculada em diferentes
tamanhos.
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Fonte: Echlin (2009).

2.2.2.  Revestimento

Uma vez que para executar analises no MET ¢ fundamental que as amostras sejam
seccionadas em dimensoes infimas e os grids, geralmente, apresentam-se em formas de
malhas, além de existirem amostras com caracteristicas quebradicgas e/ou dispersas, assim
se faz necessario que os grids sejam revestidos por filmes ultrafinos continuos para que a
amostra seja suportada nas mesmas, estes devem ter espessura maxima de 300 A, para

evitar que este absorva os elétrons exacerbadamente.

Ao se escolher o material para a formagao do filme devesse atentar a alguns critérios
basicos, como a transparéncia do revestimento a elétrons; a alta resisténcia ao aquecimento
e a irradiagdo provocados pelo feixe de elétrons; ter a capacidade de suportar
mecanicamente o peso da amostra sem o filme se romper e ndo interferir na imagem
introduzindo artefatos ou padrdes de difracdo, no caso de filmes amorfos (AYACHE,

2010).

Os filmes de Formvar e Parlddio (Parlodion ou colodio) sdo amplamente utilizados
nas metodologias de analise MET, sendo, o primeiro um polimero polivinilico (figura 8 A
— C) e o outro um polimero de nitrocelulose (figura 9 D), ambos sdo de facil preparacdo e
grande homogeneidade, além de apresentarem baixa absor¢ao eletronica. Todavia, a grande
desvantagem dos filmes desses polimeros esta na sua reduzida resisténcia a calor, de
maneira que analises mais longas e/ou em microscopios de baixa voltagem — onde hd maior
tempo de permanéncia dos elétrons no interior da pelicula — impossibilitam o uso do

formvar e parlédio (PENNA-FRANCA, 1952).



Figura 8 — estruturas quimicas de: A, B e C - mondmeros polivinis
formais (formvar); D - nitrocelulose (parlédio/colddio).
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Fonte: McKeen (2017); Tha (2007), adaptado.

Os filmes de carbono sdo usados devido a alta resolucdo fornecida a imagem
formada, uma vez que nao transmite nenhum elétron no contraste. Todavia, sua preparacao
¢ delicada, uma vez que a haste de carbono frequentemente se move ou quebra. Dessa
forma quando nao se faz necessaria uma resolugdo muito alta, tem-se a mistura desse com
os polimeros ja apresentados, aliando assim os beneficios dos dois; o revestimento de
carbono (de cerca de 1-3 nm) promove estabilidade ao feixe das sec¢des ultrafinas,
limitando o carregamento e protegendo a amostra do feixe de instabilidade (SAWYER;

GRUBB, 1996).

E possivel a utilizagdo de filmes de compostos inorginicos, como o 6xido de
aluminio (Al203) e os 6xido e didxido de silicio (respectivamente, SiO e Si0z), uma vez
que estes apresentam elevada transparéncia e resisténcia ao calor, todavia a faixa de
amostras que podem ser utilizadas junto a esses filmes sem que se tenha interferéncia destes

na imagem, formacao de artefatos, ¢ pequena (PENNA; PACI, 1952).

2.2.3.  Cotagdo

No periodo de 13/07/2021 a 22/07/2021 foi solicitada e catalogada a cotacao de
diferentes tipos de grids (material e tamanho) revestidos ou nao a trés empresas, sendo uma
delas Estadunidense, a TedPella; e outras duas brasileiras que realizam a importacao desse

material, a Start Bioscience e a Sigma Aldrich — Merck.
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Para fins comparativos, escolheu-se uma importadora que vendesse os mesmos
grids vendidos pela TedPella, PELCO®, esta foi a Sigma Aldrich — Merck; enquanto que
os fornecidos pela Start Bioscience sao da marca Electron Microscopy Sciences. Devido
ao vasto mercado e diversas possibilidades de combinagdo de entre material do grid,
tamanho e revestimento, decidiu-se delimitar a cotacdo aos mais utilizados nos

laboratérios, ou seja, os de cobre, entretanto se variou o mesh € 0s revestimentos.

Inicialmente, tem-se a cotagdo dos grids de cobre sem revestimento (tabela 1).
Como se ¢ de esperar, por ser um material diminuto e produzido de um Unico material,
estes se apresentam em valores unitarios internacionais baixos, inferior a 1 délar e mesmo
apds uma simples conversao para o valor do dolar vigente (no dia 26 de agosto de 2021) se
encontra em valores abaixo de R$ 2,00, entretanto ao se adicionar os encargos de
importagao e servico das empresas brasileiras o valor cresce em até 64,7% sob o valor dos

grids da PELCO importados e vendidos pela TedPella.

Uma vez que os grids da Start Bioscience sdo de uma marca diferente, fica-se
impossibilitado o comparativo direto, contudo, fazendo a relacao das pegas disponiveis no
mercado brasileiro ¢ possivel tragar uma faixa de valores encontrados nacionalmente. De
modo que um grid com as mesmas caracteristicas, mas de marcas diferentes pode ser

encontrado com cerca do dobro do valor, a depender da marca escolhida.

Tabela 1 — Cotagao (em dolar e real) grid de Cobre sem revestimento em diferentes tamanhos e empresas.
Valor unitario

Empresa | Mesh Quantidade bruta Valor ($) 3 RS
100 100 $27,00  $027  R$ 1,39
150 100 $26,00  $026  R$ 1,34
TedPella =~ 200 100 $28,00  $028 RS 1,44
300 100 $29,00  $0,29  R$ 1,49
400 100 $32,00  $032  R$ 1,65
100 100 R$ 229,00 - RS 2,29
Sigma | 150 100 R$ 295,00 - RS 2,95
Aldrich— 200 100 R$ 315,00 . R$ 3,15
Merck 300 100 R$ 315,00 - RS 3,15
400 100 R$ 287,00 - RS 2,87
100 100 $668,00 - RS 6,68
150 100 $725,00 - RS 7,25
Bt 200 100 §72500 -  RS725
300 100 $744,00 - RS 7,44
400 100 $763,00 - RS 7,63

Fonte: TedPella; Sigma Aldrich — Merck; Start Bioscience, 2021 (adaptado).
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Entretanto, a partir do momento em que incrementos s3o adicionados aos grids os
valores destes comegcam a aumentar consideravelmente. Em grids de cobre revestidos
somente com formvar (tabela 2) tem-se um aumento de cerca de 380% nos grids simples
da TedPella e quando calculado o preco da importagdo o valor aumenta entre 470 a 990%.

Tabela 2 — Cotagdo (em dolar e real) grid de Cobre com revestimento Formvar em diferentes
tamanhos ¢ empresas.

V l lt r .
Empresa | Mesh Quantidade bruta Valor (%) a’0r umarto

$ R$

200 50 $65,80  $1,32 R$6,92

TedPella = 300 50 $65,80  $1,32 RS$6,92
400 50 $65,80  $1,32 R$6,92

Sigma 200 25 R$624,00 -  R$24,96

Aldrich— 300 25 R$624,00 -  R$24,96
Merck 400 25 R$624,00 -  R$24,96

200 25 $1.048,00 -  R$41,92

Biosstgglce\ 300 25 $1.048,00 -  R$41,92
400 25 $1.048,00 -  RS41,92

Fonte: TedPella; Sigma Aldrich — Merck; Start Bioscience, 2021 (adaptado).

Em grids de cobre revestidos somente com carbono (tabela 3) ¢ possivel verificar
mais uma vez um aumento quando se comparado aos grids simples, entretanto este ¢ um
pouco elevado quando comparado ao revestimento de formvar, uma vez que os filmes de
carbono sdo melhores revestimentos dado sua elevada resisténcia a altas temperaturas,

transparéncia e dificuldade de preparo.

Tabela 3 — Cotagao (em dolar e real) grid de Cobre com revestimento Carbono Amorfo
em diferentes tamanhos e empresas.

Valor unitario

Empresa | Mesh | Quantidade bruta | Valor ($) S ‘ RS
200 50 $119,50 | $2,39 R$ 12,56

TedPella | 300 50 $119,50  $2,39 RS$ 12,56
400 50 $119,50 | $2,39 RS$ 12,56

Sigma 150 50 $815,00 -  R$16,30

Aldrich— 200 50 $81500 -  R$16,30
Merck 300 50 $81500 -  R$16,30
400 50 $81500 - | R$16,30

150 25 $1.174,00 -  R$46,96

Start 200 25 $1.17400 -  R$46,96

Bioscience | 300 \ 25 $1.174,00 - RS 46,96
400 25 $1.174,00 -  R$46,96

Fonte: TedPella; Sigma Aldrich — Merck; Start Bioscience, 2021 (adaptado).
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Uma forma de aproveitar as melhores propriedades dos filmes de formvar ecarbono,
além de diminuir as deficiéncias desses ¢ preparar um sob o outro. Dessa forma, tem-se os
grids de cobre revestido com formvar suportado em carbono (tabela 4). Estes apresentam
um valor intermediario — entre os grids revestidos em formvar e os revestidos)por carbono

—uma vez que sua preparagdo ¢ facilitada.

Tabela 4 — Cotacdo (em dolar e real) grid de Cobre com revestimento de Formvar suportado em Carbono
amorfo em diferentes tamanhos e empresas.

Valor unitario

Empresa Mesh Quantidade bruta | Valor () $ RS
75 50 $69,50 | $1,39  R$7,30
TedPella 200 | 25 $40,00  $1,60 RS 8,41
200 50 $69,50  $1,39  R$7,30
Sigma 100 | 25 RS 345,00 2 R$ 13,80
Aldrich — 150 25 R$ 380,00 - R$ 15,20
Merck 200 | 25 R$ 345,00 - R$ 13,80
100 25 $1.048,00 - R$ 41,92
gt 150 25 §1.04800 -  R$41,92
200 25 $1.029,00 - R$ 41,16

Fonte: TedPella; Sigma Aldrich — Merck; Start Bioscience, 2021 (adaptado).

Normalmente, utiliza-se para cada analise no MET um grid e apenas uma vez, dado
que este ao entrar em contato com o espécime se contamina. Todavia, diante das cotagdes
dispostas percebe-se que o uso unico dos grids quando levado em conta a quantidade de
experimentos realizados e ainda erros na preparacdo da amostra que também leva ao

descarte do mesmo, vé-se a necessidade de se ampliar o olhar para o aproveitamento destes.

2.2.3.1. Preparagdo usual do grid

Existem no mercado diversas op¢des de grid, inclusive destes revestidos com um
ou mais combinagdes de polimeros, todavia devido a seu alto custo por vezes a preparagao
grid simples ¢ realizada em laboratorio antes que qualquer analise seja realizada. Para isso
¢ indispensavel a etapa de pré-limpeza do grid para que seja removida toda e qualquer
contaminagdo que possa ter vindo de fabrica ou advinda do armazenamento e entdo em

seguida, sdo realizadas metodologias especificas para cada tipo de filme.
2.2.3.1.1. Limpeza dos grids

Os grids sao pré-limpos através de um procedimento simples de sonificagao por 10
segundos no solvente Propanona (acetona), seguido por mais 10 segundos de sonificagdo

em Etanol, por fim os grids sdo deixados para secar no papel de filtro em temperatura
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ambiente e em regido livre de poeira, podendo posteriormente ser utilizado ou armazenado

(SOM, 2014).
2.2.3.1.2. Formagao do filme de revestimento

A seguir sdao apresentadas as metodologias de formagdo e aplicagdo dos

revestimentos dos grids baseada na obra de Ayache, et al. (2010):
a) Formvar

O ativo responsavel pela formacao do revestimento formvar € o proprio polimero
Formvar (Poly (vinyl formal)) ou Triafol (acetato de butiril celulose). Uma solugdo de 0,3-

1% do polimero em solvente organico (1,2-dicloroetano ou acetato de etila) é preparada.

O filme ¢ formado pelo método dip-float (figura 9), no qual uma lamina de vidro ¢é
rapidamente mergulhada na solugcdo preparada previamente (figura 9 — a), apds a
evaporacdo do solvente (t: 30 s durante 2 min) o bastdo de vidro com o formvar aderido
(figura 9 —b) é¢ mergulhado lentamente, em um angulo de cerca de 30° - 45 °, em um prato
de cristalizacdo com agua destilada (figura 9 — c¢). Por capilaridade, devido a tensao
superficial da 4gua, o filme se desloca para o prato, por fim se coloca o grid pré-limpo
(figura 9 — d) diretamente acima do filme recém formado, sendo recuperadas com filme
plastico.

Figura 9 — Esquema da formagdo do filme formvar e revestimento do grid,

onde a: representa¢do do método dip-float; b: formvar aderido ao bastdo de
vidro; c: recuperagdo do filme; d: revestimento do grid.

a h )
l':' I'l rmvyvar
Film
v c
- P d 5
H z(/ o i Crids e

Formvar Diastilled Water

Solution

Fonte: Ayache et al., 2010 (adaptado).

b) Parlédio/Colédio

Os filmes de Parlddio e colddio sdo obtidos a partir de uma solugdo de 1-3% de

Nitrocelulose em um solvente organico (isoamil ou acetato de butil). Os grids sao
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colocados em uma peneira de metal no fundo de um prato de cristalizagdo com agua

destilada.

Uma gota da solucdo € pingada sobre a agua e ap6s a rapida evaporacio do solvente
altamente volatil o filme se forma imediatamente, este primeiro filme ¢ removido com o
auxilio de uma pinga removendo poeiras e outras sujidades que possam conter na agua, em
seguida o procedimento ¢ repetido. A agua ¢ escoada lentamente, pois pequenas
turbuléncias podem deformar o colddio, por uma valvula lateral ou por sifonagem, com

isso o filme se instala nos grids no fundo do prato.
¢) Carbono

O filme de carbono obtido por meio de deposi¢cdo por pulverizacdo catodica ou
evaporagdo sob alto vacuo, pode ser aplicado sob o grid de duas formas: deposicdo em

lamina ou deposi¢do direta do filme de carbono.

Na primeira, o filme de carbono amorfo ¢ evaporado em uma lamina de vidro limpa,
este filme ¢ pré-cortado com o auxilio de um bisturi em quadrados de 3 mm, esses
fragmentos sdo colocados em agua e semelhante ao método dip-float ha a recuperagdo do
filme, em seguida os filmes sdo recuperados com os grids, que apds secas podem ser

utilizadas.

Por fim, o método de deposicao direta do filme de carbono comumente utilizado na
deposicao sobre grids ja cobertos com um filme polimérico ja citado, a fim de aliar as
propriedades dos filmes. Esse método consiste na deposi¢ao direta do carbono evaporado

nos grids, o método mais reproduzivel ¢ a evaporagdo em alto vacuo.
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2. ESTADO DA ARTE

Reuso refere-se a acdo de reutilizar empregando técnicas e/ou praticas de
tratamento que permitam o uso novamente de determinado material a qual ndo ha mais
utilidade de forma que estas ndo alterem as propriedades fisico-quimicas do mesmo. Este
conceito abordado amplamente pela quimica verde, tem como o principal objetivo a

reducdo de impacto negativos dos residuos gerados (WWVERDE, 2014).

Como apresentando anteriormente, os grids MET além de por si s6 apresentarem
um custo elevado para a utilizagdo unica, em geral, estes sdo fabricados a partir de metais
que por vezes sdo contaminados pelos espécimes estudos e reagentes utilizados nos

procedimentos para entao serem descartados.

Durante todo o desenvolvimento do trabalho foram buscadas metodologias formais
para a reutilizagdo dos grids, consultou-se livros de referéncia, um grande acervo de artigos
que explorassem a técnica de microscopia eletronica de transmissao e por fim, forum de

discursao cientifica na internet, o ResearchGate.

Ainda assim, ndo foi possivel encontrar informacdes consistentes e tdo pouco
comprovadas e validadas analiticamente; os livros se quer citaram qualquer referéncia a
possibilidade de reutilizacdo de grids, concentrando-se basicamente nos tipos de
revestimento, suas propriedades e metodologias de preparacdo; enquanto que os artigos,
em sua grande maioria, apenas utilizaram a técnica MET se valendo de grids novos; a busca
em forum cientificos retornou citagdes de metodologias usadas de maneira empirica por

cada pesquisador.

O pouco encontrado sobre reutilizagdo de grids, foram artigos que propuseram
técnicas de limpeza, uma etapa crucial para o reuso dos grids MET. Estes se concentraram
em apenas duas areas: inorganica e organica, sendo que em apenas um, dentre os artigos

disponiveis, houve uma avaliagao real do potencial de limpeza da metodologia aplicada.

Na discussdo que Ayache, J., et al. (2010) faz sobre os filmes de revestimentos
utilizados, encontram-se informagdes acerca da solubilidade (tabela 5) destes em diversos
solventes, com o objetivo de informar a incompatibilidade dos filmes com certos reagentes,

todavia estas informagdes podem e sdo utilizadas (corroboradas nos foruns aqui ja citados)
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para realizar a limpeza dos grids, visto que a remogao do filme leva eliminagdo também da

amostra.
Tabela 5 — Solubilidade dos filmes de revestimento mais comum.
Tipo de o .
) Inércia Quimica
revestimento
Filme de Formvar Soluvel em solventes como acetona, polares.
Filme de Soluvel em alcool, éter € na maioria dos solventes
Colodio/Parlodio organicos
Filme de Carbono Inerte.

Fonte: dados - Ayache, J., et al. (2010); tabela - autora (2021).

Desta forma, tem-se que os filmes de formvar e colddio/parlédio podem ser
facilmente destruidos na escolha do solvente, segundo a propria literatura. Entretanto,
aqueles que sdo suportados em carbono necessitam de uma maior atencdo no

desenvolvimento da metodologia de limpeza dos grids MET.

Durante o levantamento das cotacdes, teve-se acesso a diferentes tipos de grids para
as mais diversas aplicagdes e nestes, foram encontradas uma classe especifica de grids de
diversos materiais € tamanhos com revestimento de carbono/formvar removivel, onde a
propria empresa disponibiliza um material do procedimento para remocao de parte desde
filme, todavia ao contrario dos filmes de formvar suportado em carbono, estes grids
apresentam uma pelicula de carbono na parte fosca e uma de formvar na parte brilhante, de
forma que ao remover o formvar, o revestimento de carbono permanece intacto (TED

PELLA, 2007).

Os pontos positivos do reuso dos grids MET foram ostensivamente apresentados,
tanto do ponto de vista econdomico, como do ponto de vista ecologicamente correto.
Entretanto, visto a ndo formalizagdo de uma metodologia de reutilizacdo nao € possivel, no
momento, determinar o custo econdmico — reagentes e aparelhos utilizados —, bem como a
viabilidade desta — tempo de procedimento, condigdes etc. —, 0 que até entdo determina os

pontos negativos na reutilizacao dos grids.

Diante das leituras realizadas e das informagdes recolhidas ¢ possivel perceber que

a metodologia para reutilizagdo dos grids seria constituida de duas etapas simples, a
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primeira se concentraria na limpeza destes, removendo a amostra e o filme, que seria
seguida por uma nova preparagdo do filme de revestimento, o que viabiliza um aumento

no leque de possibilidades do uso de filmes diferentes utilizando um mesmo grid.

Visto o carater tedrico do trabalho é possivel propor as etapas necessarias para o
desenvolvimento da parte da limpeza. Sendo inicialmente necessario a caracterizagao dos
espécimes e do filme de revestimento pela técnica de microscopia eletronica de varredura
(MEV) e a partir destes investigar os melhores solventes e/ou técnicas mais eficientes para
remo¢do dos contaminantes. Em seguida, utilizando a vasta bibliografia sobre MET
preparar e aplicar o novo filme de revestimento de escolha e por fim realizar uma nova

caracterizacdo MEV para visualizar a eficacia do método.
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3. METODOLOGIA
3.2. Pesquisa bibliografica

O levantamento teérico teve como objetivo compreender o campo da pesquisa das
metodologias de preparagao dos grids empregado nas areas afins que manuseiam o
microscopio eletronico de transmissdo (MET), dessa forma as bases de dados foram
selecionadas de acordo com sua relevancia na comunidade cientifica. O acesso dessas
fontes foi realizado através da Comunidade Académica Federada (CAFe) no Portal de
Periddicos CAPES, onde ¢ possivel acessar contetidos pagos através da institui¢do

académica.

Segundo o Portal de Periédicos CAPES [s.d.] a CAFe ¢ uma comunidade provida
pela Rede Nacional de Ensino e Pesquisa (RNP), que usudrios utilizem login e senha
institucionais para diversos servicos — entre eles, ¢ o possivel acesso de forma remota o

conteudo assinado do Portal de Periodicos.

A Scopus ¢ um banco de dados multidisciplinar de grande referéncia produzido pela
empresa global Elsevier desde 2004, este ocupa a categoria de maior do mundo em sua area
devido a sua abrangéncia internacional e o controle da qualidade dos materiais enviados,
uma vez que sao revisados por pares. Essa base tem um peso significativo no levantamento

bibliografico, uma vez que, segundo a propria, retine em seu acervo mais de5000 editoras

A estratégia de busca no Scopus seguiu uma linearidade de forma a nao ignorar
nenhum resultado util, assim as buscas foram iniciadas dentro da categoria ALL, onde as
palavras-chave foram rastreadas por todo o documento (titulo, resumo, palavras-chaves,
corpo do texto, nome dos autores, colaboradores e editores, instituigdes, referéncias,
volume, ano de publicacdo, edi¢do idioma, afiliacdo, DOI, ISBN, ISSN, CODEN, numero

de registro CAS, fabricante e campos de conferéncia).

Uma vez que o volume de resultados encontrados nesta categoria era extremamente
grande e invidvel de ser revisado um a um, empenhou-se a busca nas categorias TITLE-
ABS e TITLE, entretanto apds uma primeira pesquisa, percebeu-se que a categoria TITLE-
ABS-KEY, onde os termos chaves foram buscados restritamente no titulo, resumo e

palavras-chaves, cumpria melhor o objetivo esperado.
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A Web of Science (WoS) é uma base referencial mundial criada em 1997 com mais
de 166 milhdes de registros até fevereiro de 2020 (Clarivate, 2020). Antes de ser conhecida
por WoS esta teve como antecessora a empresa Institute for Scientific Information (ISI,
atual ISI-Thonson-Scientific) fundada por Eugene Garfield e posteriormente sendo passada

ao grupo Clarivate Analytics.

Ja no WoS a pesquisa foi realizada de forma diferente, inicialmente foi exercida
uma busca no banco de dados selecionando somente a base SciELO Citation Index, todavia
os resultados obtidos foram insatisfatorios, todas as estratégias de busca nao retornaram
resultados, assim a revisdo passou a ser em todas as bases do banco de dados disponiveis.
Quanto ao campo de busca, iniciou-se pela subdivisdo mais generalista, a fim de obter a
maior quantidade de respostas uteis, a categoria o Topico (TS), a qual tem ligacdo direta
com a classe TITLE-ABS-KEY na base Scopus, de modo que a andlise ficou restrita no

titulo, resumo e palavras-chave de autor.

O levantamento dos artigos foi realizado no periodo de novembro de 2020 a margo
de 2021. Os bancos de dados Scopus, da editora Elsevier e o Web Of Science (WoS), da
editora Clarivate Analytics foram acessados através da CAFe no Portal de Periddicos

CAPES.
3.2.1. Selecao dos termos de busca

As palavras-chaves para a realizacdo da pesquisa foram selecionadas em um
brainstorm' onde se buscou associar as palavras presentes no titulo do estudo termos que
restringisse a preparagdo dos grids para o Microscopio Eletronico de Transmissao (MET).
Além disso, foi identificada a necessidade de termos que remetessem a reutilizagdo dos

grids.

Os termos de busca foram, inicialmente, pensados em portugués e posteriormente
traduzidos. Assim, partiu-se das seguintes palavras-chaves: porta amostra, microscopia
eletronica de transmissao, MET, preparag¢do, reuso, remogdo e recupera¢do e grid (termo

utilizado, mesmo em inglé€s, para as grades de MET). De posse destes e fazendo uso dos

1., . . - .o L.
técnica de ideacdo que tem como objetivo gerar um grande volume de novas ideias
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operadores logicos foram desenvolvidas as estratégias de buscas que posteriormente foram

aplicadas nas bases selecionadas.

3.2.2. Operadores logicos

A estratégia de busca foi realizada valendo-se de operadores 16gicos, associando a
busca booleana a por truncamento e proximidade. Uma vez que a busca avancada das bases
selecionadas trabalhava da mesma forma, foi possivel desenvolver uma tUnica estratégia
que foi utilizada nas pesquisas em portugués em inglés, s6 foi necessaria a traducao dos

termos preservando os operadores.

A busca booleana foi utilizada com os termos previamente selecionados,
relacionando-os por operadores 16gicos, que tornaram a busca mais restrita e detalhada.
Estes operadores foram: AND (e) e NOT (ndo), evitou-se o operador OR (ou) uma vez que
as palavras-chaves foram determinadas com precisdo para a obtencdo de resultados

refinados e concisos, visto que o volume destes ja tinham um volume expressivo.

Aliado a isso, utilizou-se a busca por truncamento, a fim de otimizar o tempo de
busca, como exemplo tem-se o termo grid, que poderia ser mostrado nos documentos como
grids (no plural), obtendo assim os resultados de duas buscar em uma tnica. O simbolo de

truncamento utilizado foi o cifrao ($), com o objetivo de mostrar os resultados 0 (grid) ou

1 (grids).

Termos longos que precisaram ser encontrados da forma exata a qual foram escritos
como microscopio eletronico de transmissdo, foram recuperados utilizando o operador de

proximidade aspas duplas (“).
3.2.3.  Desenvolvimento da pesquisa:

Apos a definicao e traducdo das palavras chaves, as estratégias de buscar foram
desenvolvidas levando em consideracao os operados 16gicos e booleanos, de modo tragar
um roteiro de busca, partindo de termos gerais até palavras chaves mais restritivas. Assim,

foi possivel a construcdo da tabela 6.



Tabela 6 — Estratégias de busca em inglés utilizando palavras-chaves e operadores de buscas.

Classificacao Estratégia de busca
1 Grid$
2 grid$ AND reuse
3 grid$ AND "transmission electron microscopy"
grid$ AND "transmission electron microscopy" AND
4 preparation
grid$ AND “transmission electron microscopy” AND
> reuse
6 grid$ AND "TEM" AND preparation
7 grids AND preparation AND reuse AND TEM
8 grid$ AND retrieved
9 grid$ AND recovery
"sample holder" AND preparation AND “transmission
10 electron microscopy”
11 “sample holder” AND "TEM" AND reuse
12 “sample holder” AND "TEM" AND preparation
“sample holder” AND "TEM" AND reuse AND
B preparation
1 "sample holder" AND "TEM" AND preparation AND

retrieved

Fonte: autora, 2021.
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Esses termos foram pesquisados nas categorias ja citadas das bases escolhidas, os

resultados obtidos foram organizados em tabelas do software Excel e Mendeleey.

Apoés a pesquisa nas bases de dados cientificos, foi realizada uma extensiva

investigacao no buscador Google com as estratégias 5 e de 7 — 14, utilizando aspas duplas,

estas que concentraram temas referentes a reutiliza¢@o dos grids, visto a pouca exploragao

desta area obteve-se uma quantidade de resultados que permitiu a leitura completa destes,

essas foram também catalogadas e organizadas em uma tabela no Excel.

3.2.4. Organizagdo da pesquisa

Dado o grande volume de informagao obtida, foi necessaria a elaboragao de um

método de controle e armazenagem de informagdes. De forma a utilizar dois softwares com
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funcdes distintas, mas complementares. Foram eles o Excel, que faz parte de um conjunto

de ferramentas da Microsoft Office® e o Mendeley, desenvolvido pela empresa Elsevier.

A propriedade de criar tabelas do Excel foi explorada ao maéximo, criando
classificagdes as quais auxiliaram no andamento da pesquisa, estas podem ser consultadas
na tabela 7. Cada campo desempenhou uma importante fungao na organizagao e fluidez da
pesquisa que durou meses. As buscas foram catalogadas através das cédulas denominadas

pesquisa a qual recebeu nimeros referentes a combinacao das palavras-chavespesquisadas.

Tabela 7 — Cédulas de classificacdo.

Lugar
. Estraté- das . .
Pesqui- Data  Base Fnak pala- Docume- Avalia- Selecio- OBS
sa ntos dos nados
busca vras
chaves

Fonte: autora, 2021.

A cédula “data” foi utilizada para catalogar os dias quais as pesquisas foram
executadas e aqueles resultados em especificos foram coletados. O campo mais importante,
ja comentado em tdpicos anteriores, “estratégias de busca” foi onde a pesquisa foi

realizada, sendo essa a base para todo o trabalho desenvolvido.

Os mecanismos de buscas nos permitiram ampliar ou restringir as procuras pelas
palavras da nossa estratégia de busca, de forma que utilizamos trés possibilidades, a fim de
selecionar a que se fornece melhor resultados, como j4 citado, dessa forma o campo “lugar
das palavras chaves” foi preenchido com as possibilidades de pesquisa fornecida por cada
buscador (Scopus — ALL, TITLE-ABS-KEY, TITLE-ABS e TITLE; e Web Of Sciense —
TS).

As células “documentos”, “avaliados” e “selecionados” foram preenchidas
numericamente de forma sequencial representando, respectivamente, o numero geral de
documentos identificados nas buscas, o nimero de documentos investigados naquela data
e por fim o nimero de documentos elegidos para posterior analise detalhada. O campo
“OBS” teve a finalidade de comportar comentarios pertinentes para facilitar a catalogagao

dos materiais selecionados.



39

Conforme cada busca foi realizada os trabalhos selecionados foram baixados junto
a suas referéncias e exportados para a biblioteca de referéncias Mendeley organizados pelo
numero da pesquisa, no total foram realizadas 21 buscas no periodo de 18 de novembro de
2020 4 04 de margo de 2021, onde essa consistia na abertura do artigo, leitura de resumo e
breve avaliagdo sobre o tema discutido, ao fim do levantamento de obteve-se 291

documentos para leitura aprofundada.

Haja vista que a busca foi realizada nos dois maiores motores de busca cientifica e
a primeira fase do levantamento foi executada de maneira geral, um levantamento
condensado de cada base foi realizado, gerando as tabelas 8 ¢ 9. A finalidade desse
refinamento foi a remoc¢ao de arquivos duplicados e separagdo de dados uteis, que
retornaram resultados, dos ndo uteis, resultados iguais a zero, resumindo 69 linhas do

levantamento principal a duas tabelas de 6 linhas cada, em todas excluindo o cabegalho.

Dessa forma tem-se, na tabela 8 o levantamento condensado realizado na base de
dados Scopus, resumindo 20 linhas, onde constam as estratégias de busca e o local de busca

das palavras-chaves que obtiveram éxito procura.

Tabela 8 — Levantamento condensado — Base Scopus.

Lugar da ApOs remocao
Pesquisa  Estratégia de Busca palavra- Documentos .
chave* de duplicados
grid$ AND
1 "transmission electron TITLE-ABS- 33 80
microscopy" AND KEY
preparation
"sample holder" AND
) preparation AND TITLE-ABS- 5 5
{transmission electron KEY
microscopy}
3 grid$ AND "TEM"  TITLE-ABS- 152 77
AND preparation KEY
{sample holder} AND
4 "TEM" AND TITIfgéBS' 15 15
preparation
{sample holder} AND
5 "TEM" AND recovery TITIg¢BS_ 1 0
AND preparation
Total 256 177

* TITLE = titulo, ABS= resumo, KEY= palavra-chave.
Fonte: Autora, 2021.
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Ja a tabela 9, refere-se aos resultados condensados obtidos no Web Of Science,

resumindo 21 cédulas, no qual constam apenas dados validos.

Tabela 9 — Levantamento condensado — Base de dados Web of Science.

Lugar da Document Apos
Pesquisa Estratégia de Busca palavra- remocio de
chave* 08 duplicados
1 grid$ AND "transmission TS | 0
electron microscopy"
grid$ AND "transmission
2 electron microscopy" AND TS 48 12
preparation
grid$ AND recovery AND
3 "transmission electron TS 5 3
microscopy"
4 grid$ AND "TEM" AND TS 61 15
preparation
"sample holder" AND
> "TEM" AND preparation s / 6
Total 122 36

* TS= titulo, resumo e palavras-chave.
Fonte: Autora, 2021.

Utilizando o software Mendeley foi possivel executar uma simples acdo e remover
os documentos selecionados em duplicata, uma vez que o trabalho de levantamento foi
realizado por um operador humano, sendo passivel da selecdo de documentos repetidos.
De modo que os resultados obtidos foram atualizados, conforme pode ser visto na coluna

cinco de ambas as tabelas.

3.2.5. Resumo dos materiais selecionados

Posteriormente a separacao dos dados pertinentes, comegou-se a leitura de todos os
artigos selecionados para a realizagdo do fichamento. Esta foi realizada de forma dando

énfase nas seguintes aplicag¢des, quando disponiveis:

I.  Dados do artigo:
a. Ano —neste campo consta ano de publica¢do do material;
b. Autor — neste ha a listagem dos autores do material.
II.  Técnica de reuso? — guia para selecdo dos artigos mais relevantes para o
tema proposto, neste campo ha somente duas opgdes possiveis respostas sim

(s) ou nao (n).
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Aplicagdo — para que tipo de amostra foi usado o grid na andlise da
Microscopia Eletronica de Transmissao.
Caracteristicas do Grid:
a. Tipo — material o qual o grid ¢ formado;
b. Mesh — unidade de medida referente ao tamanho das aberturas do
grid,
c. Transparéncia — valor em porcentagem do quanto o grid permite a
passagem de elétrons sem reté-los;
d. Revestimento/filme — tipo de material que reveste o grid e a presenga
ou nao de filmes funcionalizados.
Metodologia para uso — esta categoria teve como finalidade resumir a
técnica de preparagdo para o uso do grid (aplicacio do filme,
funcionalizac¢do...):
a. Solvente;
b. Tratamento térmico;
c. Outros.
Metodologia para reuso — nos casos em que a resposta do campo III foram
“s” esta area foi preenchida com a metodologia aplicada na remocao do
filme e revestimento anteriores, bem como a nova aplicacao destes.
a. Solvente;
b. Tratamento térmico;
c. Outros.
Comentérios — este campo foi preenchido basicamente por informacdes
importantes sobre o uso do grid ou da preparacao contidas no documento.
Link/ DOI — aqui constaram as formas mais rapidas de encontrar o
documento, caso esse fosse selecionado para discussao.
Observacdes — anotacdes importantes que facilitaram o encontro de

informagdes importantes contidas no trabalho.

Estes documentos foram organizados, em planilhas do Excel onde esses campos

foram classificados de duas formas: pesquisa, na qual a distribuicao foi realizada seguindo

a numeracao do levantamento geral (de 1 a 21) e pesquisa condensada, enumerados de 1 a

5 com a sigla referente ao seu buscador (— S para Scopus € — WoS para Web of Science).
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3.2.6. Sele¢ao de artigos

A partir dos artigos resumidos, foram selecionados e separados em duas categorias
os materiais (verificar tabela 10) que compde a parte de discussdo deste trabalho, foram
elas: os que continham procedimentos de recuperagao de grid, sejam eles completos ou nao

e os artigos que apresentaram resultados singulares.
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Tabela 10 — Artigos selecionados para discussdo.

Pesquisa

Pesquisa condensada Ano Autor
da Silva, Laura C.E.; Cassago, Alexandre;
1 1 - S* 2020 Battirola, Liliane C.; Gongalves, Maria do
Carmo; Portugal, Rodrigo V.
1 1-S 2008 McMahon, D J.; Oommen, B S.
1 1-3 2016 Pramanick, Bidhan; Salazar, Arnoldo;
Martinez-Chapa, Sergio O.; Madou, Marc J.
Mulligan, S K; Speir, J A; Razinkov, I;
1 1-S 2015 Cheng, A; Crum, J; Jain, T; Duggan, E; Liu,
E; Nolan, J P; Carragher, B; Potter, C S
1 1-S 2015 Karl Dawson, Gordon J. Tatlock Centre
3 1-S 2006 Connal, L A; Qiao, GG
3 1-S 1995 Marks, M R; Wei, Q; Jiaji, W; Yi, C
MacHado, Craig A.; Bentz, Kyle C.; Tran,
14 2 — WoS** 2019 Roger; Jenkins, Taylor A.; Barnes, Brooke
E.; Diodati, Lily E.; Savin, Daniel A.
Schmidli, Claudio; Rima, Luca; Arnold,
Stefan A.; Stohler, Thomas; Syntychaki,
14 2 —-WoS 2018 Anastasia; Bieri, Andrej; Albiez, Stefan;
Goldie, Kenneth N.; Chami, Mohamed,;
Stahlberg, Henning; Braun, Thomas
Auchter, Eric; Marquez, Justin; Yarbro,
14 2 - WoS 2017 Stephen L.; Dervishi, Enkeleda
Yoo, SJ.; Kim, CY.; Shin, J W.; Lee, S G.;
lls 2= Wk AL Jeong, J M.; Kim, Y J; Lee, S H.; Kim, J G.
Varodi, Codruta; Pogacean, Florina; Coros,
Maria; Rosu, Marcela Corina; Staden, Raluca
16 3 -WoS 2019 Ioana Stefan Van; Gal, Emese; Tudoran,

* S — Refere-se a base de dados Scopus;

Lucian Barbu; Pruneanu, Stela; Mirel,
Simona

** WoS — Refere-se a base de dados Web of Science.

Fonte: Autora, 2021.
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3.2.7. Graficos
3.2.7.1.  Organiza¢do de dados

Os dados foram organizados de maneira a gerar graficos que pudessem permitir a
comparagao do uso dos grids nas quatro maiores areas identificadas quanto a aplicagao do
uso da técnica de Microscopia eletronica de transmissao e por consequéncia o emprego dos
grids. Estas areas foram nomeadas da seguinte forma: amostras bioldgicas, amostras

inorgédnicas, amostrar organicas e técnica.

Dentro de cada area mencionada, foram contabilizadas as aparigdes das
caracteristicas dos grids utilizados, sendo estas: o diferente tipo do material que constitui
o grid, onde encontrou-se uma certa semelhanca entre os materiais utilizados nas areas

abordadas; de revestimento/filmes e tamanho (mesh).

3.2.7.2.Elaboragdo de graficos

De posse dos dados explorados anteriormente foi possivel plotar graficos no
software Origin Data Analysis and Graphing 8.5 com o objetivo de facilitar a visualizagao
e comparagdo dos materiais levantados. Para isto se utilizou a fun¢ao Coluna/Parra/Pizza

para plotar os graficos em formado pizza.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme o avangar do levantamento os artigos foram catalogados por areas de
acordo com o tipo de amostra utilizado na analise de microscopia eletronica de transmissao.
Assim, obtive-se quatro grandes areas de aplicagdo (grafico 1), sendo elas: amostras

biologicas, amostras inorganicas, amostras organicas e técnica.

Figura 10 — Divisdo de artigos por area.

31,88%

14,49% D Inorgéanica

- B Biologica
d . I Organica

6,52% [ Técnica

47,1%

Fonte: autora, 2021

Ao se avaliar a disposi¢ao do grafico € possivel destacar o maior uso do MET em
amostras de origem inorganica (47,10%), principalmente na elucidagdo das estruturas de
nanoparticulas e/ou novos materiais. J& se tratando da segunda maior é4rea, biologica
(31,88%), tem-se o emprego da técnica na avaliagao de diversos tipos de células (humanas

e vegetais), bem como proteinas.

Os resultados obtidos na categoria amostras organicas (14,49%) sdo escassas
quando comparados as duas areas ja citadas, uma vez que grande parte dos polimeros
organicos encontrados foram categorizados como proteinas e, portanto, ndo fazem parte
deste grupo, entretanto nessa posi¢cdo sdo estudas, principalmente, espécimes carbonaceos

com diferentes estruturas cristalinas.

Também foram encontrados artigos os quais nao utilizaram nenhum tipo de
espécime, mas sim os grids como forma de adaptacdo, ou criacdo, de novas técnicas,
formando assim a sec¢do técnica (6,52%), a principal técnica compreendida nessa categoria

estd a preparacdo de amostras.

5.1. Amostras inorganicas

Como citado anteriormente, a maior area identificada no levantamento de

aplicabilidade dos grids MET ¢ a que se refere a utilizagdo de amostras inorganicas. Nesta



46

foram catalogados 65 artigos, dos quais 47 apresentaram uma ou mais especificacdes do
material de grid usado, formando 72,30% do total que se dividiu nas categorias
apresentadas no Grafico 2, todavia se tem um percentual de 25,35% de dados indisponiveis,
que nao foram apresentados pelos autores nos materiais formais e/ou suplementares,

formado por 17 artigos.

Figura 11 — Distribuic@o percentual de materiais utilizados na composic¢éo dos
grids para amostras inorganicas.

B Cobre

25,35% I Nio especificados
/-7,04% [ carbono
N 2,82% [ Niquel
~2,82% | | Molibdénio
. [ Nitreto de Silicio
I ouro
§% Efg//;’ [ Berilio
\1’41% I Dioxido de Silicio
\1 1% [ Mctal
141% | Titanio

46,48%

Fonte: autora, 2021.

Os grids de cobre (46,48%) se destacam, uma vez que estas apresentam uma
excelente condutividade e resisténcia ao calor, além da sua grande disponibilidade a baixos
valores. Porém em situagdes especificas, onde sdo necessarios solventes ou temperaturas
incompativeis com cobre, aparece uma diversificada distribuicdo de materiais possiveis no
emprego do MET, todavia estes apresentam menores percentagens quando comparado ao

primeiro material.

Dessa forma em segundo lugar, encontram-se os grids de carbono e niquel, ambos
com 7,04%, o carbono apresenta menor interferéncia na imagem obtida, dado seu baixo
contraste, enquanto que o niquel ¢ preferivel dada a sua maior passividade a ataques

quimicos, a depender da metodologia da preparag¢do da amostra.

Em seguida, tem-se os grids de molibdénio, nitreto de silicio e ouro, com 2,82%
cada, onde os dois primeiros apresentam elevada resisténcia térmica e o ultimo favorece o
contraste na imagem da amostra (FOURIE, 1982). Por fim, tem-se com 1,41% cada, os

grids de dioxido de silicio as quais apresentam grande robustez estrutural; metal, referindo-
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se a um metal qualquer na formulagdo do grid e titanio, um material de tamanha resisténcia

a altas temperaturas.

Pramanick, B. (2016), empregou a tecnologia MEMS (Micro-Electro-Mechanical
Systems?) para a fabricagdo de grids de carbono pelo processo de Carbon-MEMS (C-
MEMS) utilizando o fotorresistente negativo SUS. Martinez-Duarte (p. 1, 2015) define o
método C-MEMS como “um processo usado para fabricar estruturas miniaturizadas de
carbono semelhantes a vidro por meio da carbonizacdo de precursores organicos

previamente moldados.”

Levando em consideracdo as condigdes que os grids sdo submetidos nas etapas de
preparagdo dos espécimes, como moagem de ions, perfuragdo ultrassonica, micro usinagem
quimica, Feixe de ions focalizado (FIB) e outros, sabe-se que os grids de microscopia
eletronica de transmissdo devem ter grande resisténcia a altas temperaturas, a agentes

quimicos e fisicos; partindo deste ponto os autores justificam a criagdo do grid C-MEMS.

Os pesquisadores conseguiram obter, através da pirolise do fotorresistor a base de
epoxi suportado em waffles de Si/S10z e waffles de Si descoberto, um material de carbono
com estrutura vitrea. Esta forma do C ¢ rica em grafeno, de modo que as caracteristicas
opticas deste grid sdo equivalentes as dos revestimentos a base de carbono, ou seja, este
oferece grande resolucdo as imagens MET devido ao seu baixo contraste, além de

apresentar, de acordo com Nossol (p. 15, 2009):

alta estabilidade térmica, alta resisténcia a ataques quimicos, bem como poros
de pequenas dimensdes, e ainda se caracteriza como um material praticamente
impermeavel a gases e liquidos.

ApOs a analise dos materiais dos grids, a investigagdo se concentrou nos tipos de
revestimentos (grafico 3) mais comuns — e os utilizados em situagdes especificas — para as
amostras inorganicas. Desse modo tem-se um volume de 52,24% de material com a

seguinte informacao, restando 47,76% de dados indisponiveis por parte dos autores.

2 Sistemas Microeletromecanicos
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Figura 12 — Distribuicao percentual de materiais utilizados no revestimento dos grids para amostras
inorganicas.
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Fonte: autora, 2021.
O revestimento de carbono ¢ o mais comum ndo so6 se tratando de amostras
inorgénicas (37,31%), como também nas outras areas, como sera mostrado mais para
frente. Isso se da pelo seu custo-beneficio, uma vez que este tem um valor mediano quando

comparado a outros revestimentos ¢ um melhor desempenho na formagao da imagem MET.

Os filmes de formvar estabilizado com carbono (5,97%) sao muito recomendados
para o uso em microscopia de baixa ampliagdo, baixa temperatura e para secc¢des finas,
uma vez que a presenca do formvar diminui a resisténcia do revestimento total quanto a
temperatura, entretanto o filme de carbono confere maior resisténcia ao formvar. Dessa
forma tem-se um revestimento com excelente transparéncia a um custo menor quando

comparado aos outros.

Por fim, encontram-se filmes especificos, cada um com 1,49%, sendo eles: formvar
lacey com carbono, a forma “lacey” (rendada) do formvar possibilita a formagado de filmes
ainda mais finos nas aberturas do grids; as membrana de coldodio e membrana de colodio
estabilizado com carbono vem caindo em desuso, dado a sua pequena resisténcia calorifica;
os filmes de oxidos e nitretos de silicio, bem como a poliimida, tem uma grande vantagem
dada a sua transparéncia eletronica e resisténcia ao calor, entretanto os 6xidos e nitritos
devem ser utilizados de forma cuidadosa com amostras inorganicas, de forma a evitar

artefatos’.

Mulligan, (2015), descreve um sistema de rastreamento para centenas de amostras

de nanoparticulas, utilizando um rob6 de manuseio de liquidos. Para isso, eles utilizaram

3 E um dano que pode ser causado na preparacio da amostra, bem como na contaminagio desta, este pode
ser facilmente confundido com a microestrutura da amostra.
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grids de nitreto de silicio, onde uma pastilha de silicio de 100 um de espessura serviu de

suporte para um filme de 50 nm de espessura de SiN.

Os autores afirmam que poderiam ser utilizados grids de cobre, todavia se optou
pelos de SiN, devido ao mecanismo de aplicacdo de amostra que utiliza o método dispense
piezo capilares (Piezo Dispense Capillary [PDCs]), onde microlitros do espécime
preparado foram aplicados, simultaneamente, em 96 grids a0 mesmo tempo. Assim os grids
escolhidos por possuir maior robustez mecanica, ndo apresentaram modificacdes emsua
estrutura, de maneira a permitir flexibilizacdo nos volumes e densidades das amostras

estudadas.

Os estudos na area inorganica abordaram pouco o tamanho dos grids utilizadas
(grafico 4), de maneira que se obteve uma percentagem consideravel de dados nao
informados (67,61%), entretanto observou-se uma maior preferéncia para grids de 300 e
400 mesh, respectivamente, 11,27% e 8,45%, uma vez que o tamanho das amostras se
apresentou na escala de nanometros. O uso de grids de 200 mesh (7,04%) ficou restrito a
aplicagdo de amostras relativamente grandes, como: coloides, catalisadores e pos

metalicos.

As menores aplicagdes foram encontradas nos grids de 75, 1000, 1500 e 2000 mesh,
cada um com uma percentagem de 1,41%, isso € observado devido a sua aplicabilidade,
onde os de 75 mesh foram utilizadas nas andlises de copolimeros, que apresentam um
tamanho de particulas significadamente grande; ja os grids superiores a 1000 mesh foram

utilizados em técnicas especificas de filtracdo, exigindo uma maior robustez destas.

Figura 13 — Distribui¢@o percentual dos tamanhos utilizados de grids para
amostras inorganicas.

67,61%

1,41%
1,41%
1,41%

2000
I Nio especificados

1.41%
7,04%

8.45% 11,27%

Fonte: autora, 2021.
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Dawson; Tatlock (2015), desenvolveram uma metodologia para a preparagdo de
amostras MET a partir da usinagem de pos metalicos, para tal os pesquisadores colocaram
0s poOs apos prévio tratamento junto a grids de ouro de 200 mesh, partidos ao meio, em um
equipamento FIB. Particulas de pé foram selecionadas, usando um micro manipulador, e

inseridas nos grids.

Nos grids MET de 200 mesh, o tamanho das aberturas ¢ de cerca de 90 um, de
maneira que ao se depositar as particulas dos pos metalicos, que foram fixadas com platina,
estas se encaixaram perfeitamente nas fissuras do gris (figura 8), ou seja, a selecdo deste
tamanho, apresentou-se ideal, visto o ndo uso de filmes de revestimento, por parte dos

autores.

Figura 14 — Particulas de p6s metalicos encaixadas nas fissuras
do grid de ouro 200 mesh.

Fonte: autora, 2021.

5.2. Amostras bioldgicas

Dentro das amostras de carater biologico tem-se uma maior clareza quanto aos
materiais de grids utilizados nas analises (grafico 5), uma vez que do total de 44 artigos
levantados 67,92% apresentaram informacdes claras sobre essas aplicagdes. Visto que os
grids de cobres sdo as que tem o melhor custo-beneficio frente as outras e esta pode ser

aplicada a uma enorme gama de andlises, essa aparece com 43,44% do total.

Todavia, o uso de grid de cobre sdo desaconselhdveis em circunstancias especificas
e estes sao facilmente substituidos pelos de niquel, os quais se apresentam em seguida,
14,81%, com maior passividade que a outra. Grids de ouro (7,55%) aparecem

posteriormente, sendo amplamente em dada sua elevada biocompatilidade. Por fim, tem-
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se um material bastante especifico, os grids feitos a partir da liga de Cobre/Paladio (1,89%),

que ¢ um excelente condutor eletronico (POIZOT, 2008).

Figura 15 — Distribuicdo percentual de materiais utilizados na composi¢ao dos grids
para amostras biologicas.
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Fonte: autora, 2021.

Machado, (2019)., emprega a técnica de microscopia eletronica de transmissdo na
observa¢do dos conjuntos de estruturas fractais — estruturas onde uma pequena parte do
objeto se assemelha a estrutura do todo — nos polimeros Poly (6xido de etileno43-b-lisinags-

b-lisina7,) utilizando grids de niquel de 400 mesh com revestimento em formvar.

Os pesquisadores sintetizam o polimero, a partir da reagdo entre a (Z)-lisina,
cloroformio seco, poly (6xido de etileno) e, posterior, adigdo da solucdo de leucina em
tolueno, cloroférmio e dimetilformamida secos; apos a recuperacao do polimero, os blocos
polimerizados com empregado o acido trifluoroacético (TFA) e HBr em 4cido acético
glacial foram desprotegidos. Uma vez que o polimero precipita em pH superior a 7, os
autores trabalharam na faixa de pH inferior a este, utilizando solucdes de 4cido cloridrico

(HCI) e hidroxido de sddio (NaOH) diretamente no grid apos a secagem da amostra.

Devido ao uso de NaOH, o manuseio de grids de cobre ¢ desaconselhavel, visto que
alcalis corroem este metal rapidamente nas condigdes em que o microscopio eletronico
opera, gerando incompatibilidade com o material. Dessa forma, os autores optaram pelo
uso de grids de niquel (da Electron Microscopy Sciences) que apresenta maior passividade

frente aos de cobre, principalmente devido a sua resisténcia a oxidagdo (AYACHE, 2010).

A maior passividade dos grids niquel frente aos de cobre pode ser justificada ao
analisar as reagdes entre esses metais e a base forte. A partir destas obtém-se a variagao do
potencial de cada reagdo (eq. 2), possibilitando o calculo do AG pela equagao 3. Tendo em

vista a energia potencial de Gibbs (AG), onde ¢ possivel prever com maior exatidao a
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espontaneidade de uma reag¢do, uma vez que esta relaciona os dois fatores essenciais para

predizer esse atributo, a entalpia (S) e a entropia (H) (SILVA, 2019).

AE= Ei’ed+ EY )

0X1

AG=-nFAE 3)

onde:

e n=numero de mols de elétrons da reagdo balanceada;
e F = Constante de Faraday = 96485 C
Observando a reagdo global (4) entre o cobre (Cu) e o alcali, € possivel decompd-
la em suas respectivas semirreagdes, onde a partir do potencial de reducao, tem-se que o

cobre reduz (eq. 5), enquanto que o sodio (Na) do hidroxido oxida (6).

Cu +2NaOH 5 2Na +Cu(OH), 4)
2+ - - 0 —

Cut'2e 5 EV =+0,34 (5)

2Na‘+2¢” 5 2Na E) =271 (6)

O mesmo ¢ constatado na reagao entre o grid de niquel (Ni1) e o hidroxido de so6dio
ap6s a fragmentagdo da reacao global (eq. 7) nas semirreagdes de reducdo (eq. 8), que

acontece com o Ni, e oxidacdo (eq. 9), que ocorre com o Na.

Ni +2NaOH < 2Na +Ni(OH), (7)
Ni2++ze- = NIO E:”)ed: - 0,24 (8)
INa*+2¢" 5 2Na’ Bl 271 9)

Assim, de posse destas informacdes pode-se calcular a variagdo do potencial da
reacao entre cobre — hidréxido de sodio (2.a) e niquel — hidréxido de sodio (2.b):
AEcuNa= -2,71-0,34 (2.2)
AEcuyNa=-3,05V

AEniNa= -2,7140,24 (2.b)
AENiNa=-2,4TV

Para entdo obter a variacdo da energia livre de Gibbs das reacdes: cobre e sodio

(3.a) e niquel e sodio (3.b):
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AGeuna= = -2%96485%(-3,05) (3.2)
AGcuna = +588,59 kl/mol

AGNiNa= -2%96485%*(-2,47) (3.b)
AGniNa= + 476,63 kJ/mol

Como ja comentado, a energia livre de Gibbs ¢ dada pela relagdo entre a variagao
da entalpia, variagcdo da entropia e temperatura. De ante dos valores calculados, tem-se que
a energia livre de Gibbs de ambas as reagdes de oxirredugdo entre os metais e o hidroxido

de sddio ¢ positiva, de modo que nenhuma das reagdes sao espontaneas.

Todavia ¢ possivel inferir sob esses valores positivos que para compensar o
aumento da entropia do sistema, visto a crescente da temperatura dentro do equipamento,
a variacdo da entalpia (eq. 10) deve ser maior, ou seja, esta deve ser positiva, de modo que
a entalpia final é maior que a inicial, levando a formular que esta reagdo absorve energia,

ou seja, ¢ endotérmica.

AH = H; - H; (10)

Levando-se em conta que no sistema fechado do porta-amostra, os grids (de cobre
e niquel) estdo servindo de suporte para as amostras bioldgicas, ou seja, esta ¢ vizinhanca
que fornece o calor necessario para o aumento da entropia. Assim, o uso de grids de Ni,
que tem menor AG (+476,63 kJ/mol) que as de cobre (AG = +588,59kJ/mol) necessitam de

menos calor de modo a degradar menos a amostra em questao.

Por fim, com a microscopia eletronica de transmissdo os autores verificaram a
formacao de fractais (figura 9) em diferentes escalas, onde € possivel observar as estruturas

encontradas nas melhores condig¢des propostas.
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Figura 16 — Imagens MET do polimero obtido na melhor concentragio e pH
encontrados, em trés escalas: A) 4 pum; B)0,4 um; C)0,10 pm.
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Fonte: Machado, C. A et al, 2019.

Dentre as areas categorizadas, a que apresentou maior diversidade nos tipos de
revestimento aplicados aos grids, foi a area bioldgica (grafico 6). O revestimento de
carbono, aparece novamente como o mais utilizado (31,37%) pelos motivos ja
extensivamente citados. Seguido pelos filmes de formvar estabilizado com carbono
(29,41%) e somente formvar (15,69%). A membrana de colddio e parlédio, como visto sdo
filmes de um mesmo material, com nomes diferentes, de forma que estes totalizam juntos
3,92%; os filmes de parlddio estabilizado com carbono (1,96%) sdo poucos usados dadas

as desvantagens do parlodio.

Posteriormente, tem-se uma série de revestimentos menos utilizados, pois suas
aplicacdes se dao no uso de amostras ou nas buscas de resultados especificos, dessa forma
com 1,96% cada, apresentam-se os revestimentos de filmes de: carbono ultrafino suportado
por um filme carbono holey, utilizado para aumentar ainda mais a resolugdo das amostras
na imagem MET; o filme de 6xido de grafeno ¢ mais facil de fazer do que os filmes de
carbono, além de apresentarem melhor contraste que o grafeno puro, todavia este ndo pode

ser utilizado em processos que envolvam limpeza de plasma e/ou descarga brilhante.

Figura 17 — Distribuigdo percentual de materiais utilizados nos revestimentos dos grids para
amostras biologicas.
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Fonte: autora, 2021.
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Da Silva (2020) propde um procedimento de preparacdo de amostra, bem como as
condicdes ideias para a visualizagdo da nanocelulose em imagens MET com o contraste
ideal, visto que este ¢ um fator que impede a caracterizagao morfologica adequada e a
determinagdo do tamanho dessa amostra. Para isto, ou autores utilizaram grids de cobre de
400 mesh e revestidos com filme de carbono continuo ultrafino suportado por um filme de

carbono lacey (Pelco®™).

Se tratando de filmes continuos ultrafinos suportado por um filme de carbono lacey
(figura 10), tem-se duas camadas sobrepostas no grid, a primeira que fica em contato direto
com o este, ¢ o filme ultrafino de carbono lacey, este possui uma estrutura fisica rendada,
o que confere ao filme aberturas que ficam na faixa de /4 pm a 5 um, este filme descontinuo
apresenta elevada resisténcia a agdes mecanicas e, portanto, ¢ indicado para uso em que a
preparacdo da amostra € mais rigorosa. Ja a segunda camada, que se situa sob o carbono
lacey, é formada por um filme continuo ultrafino (inferior a 3 nm) de carbono (TED PELLA

INC. 20?).

Figura 18 — Esquematizacdo grid de cobre revestido com filme
ultrafino de Carbono.

Carbon

Lacey Formvar/Carbon

Fonte: Electron Microscopy China — EMCN (2021).

Uma vez que o objetivo do estudo foi diminuir a interferéncias no fundo do contraste
e realizar a avaliagdo de cinco parametros — descarga luminescente na grade; a
concentracao da suspensdo do espécime; o lado do grid, brilhante ou fosco (onde se localiza
o revestimento); secagem ou nao do corpo de prova ap6s a aplicagdo da amostra e antes do
corante e por ultimo a lavagem ou nao dos grids antes da etapa de secagem — dos quais
quatro envolviam diretamente o manuseio do grid, os revestimentos de carbono suportado
por um filme de carbono lacey sdo amplamente recomendados, dado a sua minima

interferéncia na formagao da imagem e resisténcia.
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Os pesquisadores fizeram uma série de imagens para cada parametro alterado dos
quais somente os resultados positivos foram extraidos (figura 11). Assim, eles concluiram
que melhores imagens foram obtidas com: a descarga luminescente; menor concentracao;

uso do lado opaco; ndo secagem e lavagem 3 vezes com agua.

Figura 19 — Resultados positivos de cada variacdo, onde c: descarga luminescente;
e: concentracdo (0,1 g/mL); g: lado opaco; i: sem secagem com papel filtro; j:
lavagem 3x.

Fonte: Da Silva, L.; et al., 2020 (adaptado).

De maneira oposta as outras categorias dentro das amostras bioldgicas, mas ainda
assim seguindo um padrdo iniciado nas amostrar inorganicas, tem-se poucas informacdes
sobre o tamanho dos grids utilizados (grafico 7) apresentando uma porcentagem maior que

50%, referindo-se a 27 artigos do total.

Todavia, entre os poucos artigos com esses dados, observa-se que os grids de 200
mesh sdo utilizadas mais amplamente, 16,98%, seguido dos de 400 mesh (15,09%) e 300
mesh (7,55%), visto que as amostras bioldgicas se concentram em células e polimeros, e
estes se mostram na escala de um, estes grids se apresentam suficientemente grandes para

deter os espécimes em suas malhas.

Ja os grids de malha muito maiores, 75 ¢ 100 meshs, ambos com 3,77%, sdo menos
explorados, visto que estes t€ém uma menor probabilidade de reter as amostras pequenas
sobre a fissuras, onde estdo os filmes. Os grids de 600 mesh (1,89%), sdo ainda menos
utilizados, dado seu custo de fabricacdo que associado a sua aplicabilidade, o que diminui

o custo-beneficio deste.
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Figura 20 — Distribui¢@o percentual dos tamanhos utilizados de grids para amostras
bioldgicas.

50,94%
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Fonte: autora, 2021.

McMahon (2008) utilizou grids de cobre de 600 mesh revestidos com poli-L-lisina
e parlodio (nitrocelulose) para capturar as estruturas supramoleculares internas das micelas
da caseina do leite. A caseina tem um tamanho coloidal, onde a distribuicdo do tamanho

desta varia de 20 a 600 nm em didmetro, tendo um tamanho médio 100-200 nm.

Uma vez elevado o tamanho do mesh dos grids MET ocorre também o aumento nos
numeros de aberturas por polegada consequentemente a area Util para a captacao da amostra
¢ ampliada, ou seja, a probabilidade de que o espécime seja superposto nos espacosabertos

onde ha o revestimento é maior.

5.3. Amostras orginicas

A d4rea de amostras organicas foi a mostrou os menores resultados quando
comparadas as areas que levaram o tipo de amostra em conta, isto foi observado dado que
a maioria das amostras organicas pesquisadas se tratavam de proteinas, assim sendo

categorizadas na area de amostras biologicas.

Desse modo, foram levantados 20 artigos nesta categoria, dos quais 91,67%
apresentaram dados referentes aos materiais utilizados na composi¢ao dos grids (grafico
8). O mais utilizado, seguindo o padrao esperado, foram os grids de cobre (54,17%), em
segundo lugar tem-se as grids de ouro (25%); os de molibdénio (8,33%) aparecem em
estudos que necessitam temperaturas elevadas e por fim, em menor quantidade, se
apresentam os grids de carbono (4,17%), aspecto justificado pelo volume elevado de

amostras de formas isotopicas de carbono.
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Figura 21 — Distribui¢@o percentual de materiais utilizados na composicéo dos grids
para amostras organicas.
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Fonte: autora, 2021.

Yoo (2013) realizou a caracterizagdo de filmes de carbono amorfo sobre grids de
molibdénio (Mo), sob a justificativa da observacdo de certa instabilidade nestes filmes a
altas temperaturas sendo constatado pela forma¢do de nanoparticulas. O procedimento
experimental consistiu em aquecer um grid comercial de Mo recoberto por um filme
(espessura >10 nm) de carbono amorfo da temperatura ambiente (28°C, segundo os

pesquisadores) a 700°C em um forno de tantalo.

Os grids de molibdénio, segundo dados da literatura, suportam 850°C, sendo
amplamente recomendada para metodologias que utilizem altas temperaturas, ou seja, na
aplicacdo de microscopios de altas voltagens. O Mo apresenta temperatura de fusdo, em
condi¢des de pressdo ambiente de 2163°C (da SILVA, 2013), o que possibilita a alta
resisténcia dos grids deste material. Além disso, este apresenta uma boa condutividade
térmica e alta resisténcia quimica. Todavia este ¢ um material caro, o que confere valores

altos para grids destes.

Neste estudo, os pesquisadores observaram que nas condi¢des em que o MET
opera, sob alto vacuo, os grids molibdénio apresentaram ponto de evaporagdo muito mais
baixo que o esperado. Eles observaram que inicialmente, os &tomos de Mo na superficie do
grid sdo evaporados e no estado de vapor, o molibdénio sobre nucleagdo e crescimentona
superficie do filme amorfo, formando particulas nanométricas de Mo,C. Além disso, eles
também observaram que carbono amorfo do filme passou por uma transformagao paraa fase

cristalina.
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Por fim, os autores sugerem o estudo de outros grids de diversos materiais e
revestimentos e alerta para o uso de filmes de carbono amorfo para andlises em alta

voltagem de nanoestruturas e materiais relacionados ao carbono.

Quando analisados, os filmes de revestimento dos grids para amostras organicas
(grafico 9), tem-se uma distribuicdo percentual dos tipos de revestimentos mais comuns,
observa-se uma propensdo maior a escolha de revestimento de carbono (40%) aplicados a
analise de nanoestruturas poliméricas, seguido pela distribui¢do igualitaria, 4% cada, de
outros filmes, sendo eles: carbono lacey, formvar, formvar estabilizada com carbono ¢

formvar lacey estabilizado com carbono.

Figura 22 — Distribuicdo percentual de materiais utilizados no revestimento dos
grids para amostras organicas.
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Fonte: autora, 2021.

Varodi, C. et al. (2019) utilizou um eletrodo impresso em uma tela modificada com
grafeno para a deteccdo do biomarcador de 8-hydroxy-2'- desoxiguanosina. No estudo, ha
a preparagao e a caracterizagao do carbono amorfo utilizado na tela, para a caracterizagao,
os pesquisadores utilizaram grids de carbono revestidos com filme de formvar lacey

suportado em carbono.

O revestimento de formvar /acey suportado em carbono, apresenta as caracteristicas
dos filmes de formvar e carbono aliados. Nessa montagem, o carbono serve de estabilizador
do formvar, melhorando as propriedades de conducao eletronica e de calor, possibilitando
uma maior exposi¢cdo do formvar ao feixe de elétrons. A forma /lacey do formvar confere

maior robustez ao filme, uma vez que as fissuras (/acey) sdo extremamente fortes.

Os autores obtiveram imagens dos flocos de grafeno (figura 12), onde foi possivel
observar regides finas e transparentes, referida ao grafeno de poucas camadas (GPC —

traducao de FLG - few-layer graphene) ideal para filmes de revestimento; e a visualiza¢ao
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de regides escuras e mais espessas atribuidas ao grafeno multicamadas (GM — tradugao de

MLG - multi-layer graphene), este que ¢ formado pelo empilhamento de folhas de grafeno.

Figura 23 — Imagem MET da amostra de grafeno
» TE -
L ;

b.

Blnm

Fonte: Varodi, C. etal., 2019

Ao voltar a atengdo aos tamanhos de grids utilizados em andlises de amostrar
organicas (grafico 10), encontrou-se uma variedade de mesh utilizados, apesar da grande
auséncia de dados (40%). Os grids de 200 e 300 mesh apareceram em 16%, cada um, dos
artigos levantados, seguido pelos grids 400 mesh (12%) demonstrando uma maior
tendéncia a utilizagdo de malhas de tamanho mediano. Os grids com mesh maiores, 500,
600, 1000 e 2000 (4% cada) foram utilizadas em um estudo especifico de modelagem de

superficies hierarquicas.

Figura 24 — Distribuicdo percentual dos tamanhos utilizados de
grids para amostras organicas.
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Fonte: autora, 2021.

Auchter (2017) descrevem uma alternativa facil para a transferéncias de filmes de

grafeno para uma variedade de materiais, incluindo MET comerciais, utilizando um
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polimero de sacrificio (formvar). Para isto, os autores utilizaram, grids de ouro de 300 mesh

com suporte de carbono /acey.

Os grids de malha de 300 mesh apresentam aberturas de cerca de 63 um (Ted Pella),
de maneira que podem ser utilizados facilmente na analise de filmes de grafeno, uma vez
que estimasse que estes apresentam espessuras nanométricas e largura/comprimento de

micrometros (FONSECA CAMARGOS, 2017).

Encontram-se na literatura diversos métodos de transferéncia de filmes de carbono,
visando a facilidade e rapidez da aplicagdo deste sem o rompimento do mesmo. Todavia,
este estudo propde o uso do formvar, uma vez que este ¢ facilmente dissolvido em
cloroférmio. Os autores caracterizaram o grafeno depositado no grid por MET, obtendo a
figura 13, onde ¢ possivel perceber a formagdo de uma monocamada continua folha de

grafeno, além de ndo se observar a formagdo de qualquer artefato.

Figura 25 — Imagem MET grafeno
aplicado com polimero de sacrificio.
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Fonte: Auchter, E. et al., 2017.

5.4. Técnica

A érea categorizada como técnica, levou em consideracdo os estudos que utilizaram
a microscopia eletronica de transmissdo e o os grids, mas que ndo empregava os tipos de
amostras ja apresentadas. Nesta se concentram principalmente o desenvolvimento de
técnicas de preparagdo de amostra e metodologias de uso do feixe de ions focalizados

(FIB).

Deste modo, encontrou-se poucos trabalhos que se encaixavam em todos os

requisitos empregados sendo eles, apenas nove, dos quais a maioria (60%) apresentou ao
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menos o tipo de material (grafico 11) empregado na analise. Mesmo nestas condicdes, 0s
grids de cobre (30%) permaneceram sendo os mais utilizados, corroborando tudo que foi

apresentado sobre o seu melhor custo-beneficio e condigdes de trabalho.

Grids de molibdénio, titdnio e até mesmo a substituicdo destes por por placa de
cultura, foram encontrados em menor percentagem, 10% cada, visto que estas foram
aplicadas em casos que, respectivamente, poderia ser uma substituta aos grids de cobre
(SENZ, 1997); grid adequado para a moagem idnica de baixo angulo (MARKS, 1995); ¢
substitui¢do de grids de ouro (biocompativeis) por placas de cultura para a semeacao de
células (MA; XUE, 1994).

Figura 26 — Distribuicdo percentual de materiais utilizados na composig@o dos
grids para sec¢do técnica.
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Fonte: autora, 2021.

Partindo para os revestimentos (grafico 12), percebeu-se uma tendéncia na maior
distribuicao de possibilidades, visto que esta area concentra os testes e desenvolvimentos
de metodologia. Todavia, ainda se encontram grids que ndo passaram pelo processo de
revestimento (37,5%) isso se da pois estes foram utilizados para além de sua fun¢do, como
por exemplo no estudo de Park (2017) onde um termopar foi montado em um grid para

acompanhar a temperatura durante o processo de FIB.

Se concentrado nos dados fornecidos pelos autores, tem-se uma apari¢ao constante,
12,5% cada, dos filmes de revestimento de carbono aplicado em uma nova metodologia de
preparagdao de amostra FIB por Li, C. et al. (2018); formvar estabilizado com carbono;
parlodion estabilizado com carbono; polimero, usado para a apresentagdo de um novo

método e aparelho para conversdo mecanica na preparagdo de amostras Kendrick (2006);
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e silica/nanocristrais de diamantes fluorescentes, utilizado por Prabhakar (2018) na

microscopia correlativa STED/TEM.

Figura 27 — Distribuicao percentual de materiais utilizados no revestimento dos
grids para secdo técnica.
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Fonte: autora, 2021.

Por fim, tem-se os dados referentes aos tamanhos dos grids (grafico 13), que em
70% dos casos foi completamente ignorado pelos autores, seja pelo ndo uso de grids
convencionais ou pela pouca importincia dos meshs das grades para as técnicas
desenvolvidas. As trés vezes que esta propriedade ¢ citada — 200, 300 e 400, cada uma com
10% — ¢ em um mesmo trabalho, onde h4d a metodologia de preparagdao de grades de
coloragdo negativa € proposta (Schmidli 2018).

Figura 28 — Distribuicdo percentual dos tamanhos utilizados de grids para
se¢do técnica.
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Fonte: autora, 2021.
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5.5. Reaproveitamento dos grids

O reuso de grids de microscopia eletronica de transmissdo, apesar de ndo ter uma
metodologia padrao publicada ¢ realizado por diversos pesquisadores. Em alguns casos, na
maioria das publicagcdes formais, ndo se encontram referéncias diretas ao termo
“reaproveitamento”, contudo hd menc¢ao a limpeza de grids MET, seja antes — garantido a

esterilidade do mesmo — ou apds 0 uso no microscopio.
5.5.1.  Literatura formal

Durante o levantamento bibliografico, encontrou-se apenas trés artigos que
utilizaram uma metodologia de limpeza dos grids, dois na subdivisdo de amostras organica

€ mais uma nas amostras inorganicas.

Omer; Park (2014), utilizaram grids MET de cobre e 75 mesh como porta amostra
de um biossensor de detecgao de proteinas, para isto era preciso a certificacdo que os grids
estavam completamente descontaminadas de modo que estas foram submetidas a uma
sucessdo de limpeza com os seguintes solventes: diclorometano (CH2Clz), etanol

(C2HsOH) e metanol (CH30H), consecutivamente.

J& Pantelic (2010) descreveram uma metodologia para a transferéncia de grafeno
puro em camada Unica e continua para grids quantifoil de ouro de 200 mesh. Neste trabalho,
antes da diposicdo das folha de grafeno, os autores utilizaram o método de limpeza de
plasma (plasma cleaning) por 30 segundos nos grids, com o argumento de que esta tornaria
a adesdo do filme mais facil. Esta melhor adesao e justificavel, visto o processo de limpeza

e portanto remog¢ao de impurezas dos grids, conferindo este superficie maior pureza.

Assim como no trabalho anterior o artigo de McGilvery (2012) utiliza o limpador
de plasma (30 segundos e 3 tempos de 20 segundos) em diferentes grids de trés empresas
mais conhecidas e utilizadas, os pesquisadores assumiram que todos os revestimentos de
carbono holey e lacey nos grids de cobre de tamanhos entre 300 — 500 mesh estavam

contaminados e aplicaram o mesmo tratamento a todos.

Além da metodologia com o limpador de plasma, os autores propdem trés outros
procedimentos paralelos. No primeiro, cada lado do grid ¢ colocado em contado direto,

durante 5 minutos, com os respectivos solventes: etanol, isopropanol e etanol novamente.
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Por fim, os grids sao levados a placas de aquecimento (T: 100°C) durante 10 min para a

secagem.

O segundo e terceiro método envolvem tratamento térmico, sendo respectivamente,
utilizado um forno tubular (T: 220°C) sob fluxo de ar por 90 minutos e o ultimo um forno

a vacuo (T: 120°C) dedicado a preparagdo de amostras MET por 15 horas.

5.5.2.  Literatura informal — internet

Além do levantamento de livros e artigos, as pesquisas no buscador Googleretornou
um topico de pergunta relacionado ao reuso de grids de cobre e niquel com revestimento
formvar na rede social ResearchGate (anexo A). Neste o autor da pergunta, opesquisador
Kramer (2013), relata a sua preocupacao com o custo do grid e em seguida comenta sua

experiéncia utilizando cloroférmio concluindo que esta ndo foi satisfatoria.

Como respostas obtém-se sugestdes utilizadas por outros pesquisadores ao redor do
mundo, como por exemplo dissolucao completa do filme formvar em cloroférmio PA (2-3
mudangas) auxiliado pelo banho ultrassonico (5 — 10 minutos cada sec¢do), seguido por uma
lavagem com acetona PA e posterior mistura de HCI 3% e etanol 95% por alguns poucos
minutos segundo, este mesmo pesquisador sugere, para os grids revestidos em carbono, o

uso de limpadores de plasma (MUSS W.H., 2013).

J& outros pesquisadores citam suas metodologias que formam partes desta
posteriormente citada, como a limpeza dos grids com 0,1 M de HCI, seguido de lavagem
com agua e etanol 70% (MIKESH, 2013); ou a imersao dos grids em cloroférmio em um
sonicador, t: 10 — 15 minutos, com 3 repeticdes, seguida de uma lavagem com acetona e
secagem no forno por algumas horas (INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA
AGROPECUARIA, 2014); ja Kimler (2014) utiliza apenas cloroféormio e sonicagdo de

pulso suave em grids de ouro.

5.5.3. Tratamento quimico — solventes e solucdes

O tratamento quimico consiste na imersdo do material em um liquido, podendo ser
um solvente ou uma soluc¢ao desde que esse seja inerte em relagdo ao objeto da limpeza,

reagindo somente com os contaminantes a serem removidos (DURKEE, 2013).
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Para a escolha do agente do tratamento de contaminantes de carater covalente,
geralmente, generaliza-se pela expressao da quimica organica em que “semelhante dissolve
semelhante”, Waldman (p. 15, 20?) explica essa afirmagao da seguinte forma:

Na verdade, o semelhante a que ela se refere seriam as classificacdes de polar e

apolar. Substéncias polares dissolvem substancias polares e substancias apolares
dissolvem substancias apolares.

Analisando as estruturas quimicas dos solventes utilizados nas metodologias
apresentadas (figura 14), tem-se que conforme a mudanca de solvente a aumento na
polaridade. Assim, tem-se que o diclorometano (fig. 13.a), o menos polar da selecdo,
solubiliza as moléculas de polaridade parecida; em seguida tem-se os alcoois que possuem
uma parte apolar (C e H) e uma parte polar (hidroxila) e sabe-se que quanto menor a cadeia

do hidrocarboneto, maior sua polaridade.

Portanto os autores, que desconhecem o carater das impurezas utilizam os
solventes, de forma crescente de polaridade para a eliminagao das impurezas de forma que
garante o sucesso da limpeza aplicando trés tipos de solvente como Omer; Park (2014), ou
como McGilvery (2012) que faz o uso de um solvente polar, em seguida um menos polar
e finaliza a limpeza com o primeiro garantido a elimina¢do de compostos de diferentes
polaridades.

Figura 29 — Estruturas quimicas em ordem de polaridade, sendo (a) diclorometano; (b) isopropanol, (c)
etanol e (d) metanol.
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Fonte: Pngwing (2021).

Ja o uso de solugdes parte do principio das interagdes iOnicas destas com as
impurezas de carater i6nico, assim a solubiliza¢do desses agentes na solugdo € ocasionada
pela solvatacdo dos ions das impurezas, ou seja, estes ions sdo envolvidos pelos ions do
liquido em questdo. Este procedimento ¢ visualizado, tanto como na primeira etapa da
lavagem de grids, antes do uso de etanol, quanto apds a lavagem dos grids com solvente

organico, também etanol, nas proposi¢des do forum de discussao.
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Segundo Saunders (1973) os polivinis, material que compde o formvar, ¢ soluvel
em uma série de solventes organicos, como hidrocarbonetos aromaticos (benzeno,
tolueno), hidrocarbonetos clorados (cloroformio e tetracloreto de carbono), alcoois
inferiores (metanol e etanol), ésteres e cetonas, além de hidrolisar facilmente ao ser imerso

em acidos e alcalis.

Desde modo, justificando os tratamentos quimicos aplicados aos grids com
revestimento formvar, uma vez que nao ha estudos mais aprofundados que possam apontar
qual solvente ou solugdo, ou combinagdes desses, tem o melhor desempenho na total

solubilizacdo deste filme.

5.5.4. Tratamento térmico

O tratamento térmico visa a descontaminac¢ao a partir da decomposi¢ao das
impurezas pelo calor, geralmente realizado em um processo de recozimento que pode ser

executado em diferentes atmosferas.

Os filmes utilizados por McGilvery (2012) sdo constituidos de carbono amorfo,
com as estruturas holey e lacey, que tem por caracteristica principal ndo possuir estruturas
ordenadas a longo alcance, além de que existe pouco conhecimento sobre a evolugao dessas
estruturas em filmes ultrafinos durante o recozimento térmico (WANG;

KOMVOPOULQOS, 2020).

Os autores utilizaram duas alternativas no tratamento térmico das grades MET, uma
em atmosfera de ar e a outra sob vacuo, de maneira que as temperaturas dos dois
procedimentos divergem consideravelmente, assim, visto que no forno a vacuo a umidade
¢ retirada do ambiente constantemente pelas bombas de vacuo, esse consegue operar em
menor temperatura (120°C), o que ndo € possivel no forno tubular, onde ha constante

presenca de gases, necessitando uma temperatura elevada (220°C).

No entanto, deve-se atentar ao uso excessivo de calor sob os grids recobertos filmes
de carbono, pois mesmo estas apresentando boa desenvoltura em suas propriedades
mecanicas e de resisténcia a temperaturas, em tratamentos longos e com temperaturas
elevadas, estes filmes se tornam mecanicamente instaveis, quebrando no vécuo e/ou

queimando no ar durante o aquecimento (LAN, 2010).
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Outro fato que se deve levar em conta ao utilizar o recozimento como método de
limpeza dos grids é o fato de que o processo realizado sob vacuo introduz menos defeitos
sob condi¢des semelhantes em comparagdo com outros processos de tratamento

(ZHUANG, 2020).

Os pesquisadores concluem informando que as técnicas de tratamento térmico nao
apresentaram resultados esperados quanto a limpeza. O procedimento realizado em ar
apresentou contaminagdo dos grids dado o uso do forno para outras atividades e no vacuo
percebesse certa diferenga na estrutura, possibilitando a inferéncia de que houve remog¢ao
das impurezas, entretanto nada muito significante. Isso ¢ justificado por Lin (2011), quando
ele afirma que superficies de grafeno, que possuem estruturas mais ordenadas, ndo sdo

limpas até que o aquecimento chegue a 700°C.

5.5.5. Limpeza de plasma

O limpador de plasma ¢ amplamente utilizado na industria, uma vez que este ¢
eficiente na eliminagdo de oxidagao de superficies, bem como residuos minerais, podendo
ser utilizada em diversos tipos de superficies como plésticos, ceramicas € metais. A
depender do seu mecanismo de funcionamento, o limpador de plasma pode remover todos
os contaminantes, ser seletivo ou ainda remover apenas compostos ligados fracamente a

superficie.

De acordo com Hao; Ming (p. 329, 2013):

O plasma ¢ uma mistura eletricamente neutra de elétrons, ions, radicais, fotons,
produtos de recombinagdo e neutros criado pela aplicagdo de energia.
Contaminantes podem ser removidos por ions ou radicais e formar compostos
volateis, entdo bombeado para fora do sistema.

A limpeza plasmatica ocorre por trés tipos de mecanismo: aquecimento;
pulverizagdo catddica ou corrosdo, onde cada tem suas particularidades quanto ao tipo de
contaminante a ser removido. Ainda ¢ possivel a combinacdo destes para a obtencdo de

melhores resultados na limpeza.

A limpeza plasmadtica por aquecimento segue os preceitos do tratamento térmico,
entretanto esse mecanismo necessita de uma quantidade inferior calor que os fornos
utilizados no recozimento comum, visto que o objeto a ser limpo ¢ submerso no plasma o
aquecimento ocorre de maneira uniforme por toda a superficie de maneira que grandes
temperaturas nao sao necessarias, além de que também nao sdo permitidas, afim de evitar

a formacdo de substancias indesejadas. Desse modo, este mecanismo age de maneira



69

seletiva, removendo somente impurezas adsorvidas fisicamente ou ligadas fracamente a

superficie (BELKIND; GERSHMAN, 2008).

A pulverizagdo catddica, consiste na aplicagdo de uma voltagem externa entre o
plasma e a superficie a ser limpa, este ¢ um processo fisico (figura 15), dado que os ions
sdo acelerados e se chocam com as impurezas, as removendo pelo impacto. Dado esse
principio este mecanismo nao ¢ seletivo, além disso conforme a espessura das impurezas
diminui o risco de eliminagdes de parte da superficie ¢ eminente, possibilitando a criagao

de defeitos na mesma (BELKIND; GERSHMAN, 2008; SOUSA; SOARES, 1990).

Figura 30 — Esquematizacdo processo de limpeza
de plasma por pulverizagao catddica utilizando
atmosfera de argonio.
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Fonte: Integrated hybrid assembly, 2021 (adaptado).

Na limpeza de plasma por corrosao, o principio € quimico, assim as particulas do
plasma reagem com a impurezas as removendo da superficie (figura 16). Este método se
torna seletivo dado que as impurezas sdo adsorvidas nas moléculas gés do plasma — que
podem ser: argOnio/ar; oxigénio/argénio;  nitrogénio/didoxido de  carbono;
nitrogénio/argoénio; dentre outros — e posteriormente sdo retiradas da superficie pelo

processo de dessor¢ao (BELKIND; GERSHMAN, 2008; HYPERTHERM, 2016).
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Figura 31 — Esquematizacao processo de limpeza de
plasma por corrosdo utilizando atmosfera de oxigénio.
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Fonte: Integrated hybrid assembly, 2021 (adaptado).

5.5.6. Limpeza aquosa x Limpeza plasmatica x Limpeza térmica

Cada tipo de tratamento abordado tem suas proprias especificagdes, vantagens e
desvantagens a depender do tipo de superficie e impurezas as quais sao submetidas. Diante
dos resultados obtidos e explorados neste trabalho, tem-se que os grids mais utilizadas em
todos os tipos de amostras classificados (inorgénicas, bioldgicas, organicas) e a area técnica

sdo as de cobre revestidas em carbono.

No caso da limpeza de grids MET € possivel encarar a esta de dois pontos, a limpeza
antes da analise de microscopia, ou seja, na remog¢ao de possiveis impurezas sob o filme
do grid, como alguns autores discutidos nessa se¢do o fizeram; ou ainda, como proposto
inicialmente, visualizando o filme e as amostras, ja analisadas no MET, presentes nos grids

como contaminagao.

Dessa forma, a limpeza antes da disposi¢ao da amostra sob o grid leva em conta
somente os possiveis contaminantes vindos da fabricacdo da mesma. Sobre estas impurezas
pouco se sabe, a menos que sejam realizadas analises no MEV, por exemplo, o que
encareceria a microscopia de transmissdo e aumentaria ainda mais o tempo da mesma.
Portanto, sem a ciéncia dos agentes ali presentes a aplicacdo de tratamentos térmicos e

plasmaticos por aquecimento seriam preferidos em vista do tratamento quimico.
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O mecanismo de limpeza do limpador por plasma por aquecimento, ¢ semelhante
ao processo do tratamento térmico. Comparando os diretamente, tem-se uma maior
vantagem do tratamento plasmatico quanto as temperaturas necessarias para o
procedimento, haja vista que este necessita de uma temperatura menor que o tratamento
térmico convencional, bem como uma menor chance de contaminagao do filme. Entretanto,
a primeira precisa de um equipamento especifico de alto custo de investimento, enquanto
o outro pode ser desenvolvido em fornos tubulares, uma vez tomando todos os cuidados

contra novas contaminacgoes.

Os outros mecanismos do limpador plasmatico ndo teriam uma boa aplica¢ao, uma
vez que as impurezas sob grids nunca utilizados sdo quase imperceptiveis, ou seja, tem
espessuras muito proximas ou estdo incrustadas no filme, a limpeza por pulverizagao
catddica poderia remover parte do filme de carbono. J4 a limpeza por corrosdo fica

impossibilitada pelo mesmo motivo da limpeza quimica.

Ja para a primeira etapa da recuperagao dos grids ap0s a analise, a limpeza, visa-se
a obtencao do grid de metal sem cobertura. Uma vez que se tem conhecimento das amostras
analisadas, sabendo sua estrutura, ¢ possivel aplicar além dos métodos anteriormente
citados, a limpeza quimica, valendo-se de solventes e solu¢des, como também o uso tanto

da limpeza de plasma por pulverizagdo catddica como a por corrosao.

A limpeza por pulverizagdo catodica pode ser utilizada facilmente, visto o objetivo
de eliminar mais de uma camada dos componentes nos grids, todavia, a profundidade de
penetracao do plasma pode ser um empecilho, bem como ndo ¢é possivel garantir que partes

do metal do grid ndo vai ser removida também.

A limpeza quimica e o limpador de plasma por corrosdo também podem ser
utilizados, visto que se sabe a natureza das espécies depositadas sob o filme e por tanto se
pode escolher os agentes de limpeza necessdrios. O tratamento quimico fica em
desvantagem comparado ao tratamento plasmatico dada a sua sensibilidade na
concentragdo e tempo de reacdo, além do uso de solventes potencialmente toxicos, bem
com a geragao de residuos que também necessitaram de tratamento. O que nao ¢ visto no
tratamento com o plasma j& que os produtos residuais, geralmente, estdo em forma gasosa

e sdo liberados pela bomba de vacuo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A revisdo bibliografica iniciou-se como um mecanismo para basear o trabalho
experimental do desenvolvimento da metodologia de reaproveitamento de grids MET,
entretanto diante do volume de informacdo a ser catalogada este trabalho tornou-se

puramente teorico.

O levantamento da literatura se dividiu em dois momentos, no primeiro objetivou-
se catalogar informagdes referentes ao uso do grid, uma peca que tem pouca aten¢ao na
bibliografia, em cada uma das grandes areas que utilizam a técnica de microscopia

eletronica de transmissao.

Assim, foi possivel, inferir que entre todas as areas subdivididas em tipos de
amostras — inorganicas, biologicas, organicas — os grids de cobre sdo as mais utilizadas, o
que faz sentido, visto o custo beneficio desta quanto a aplicabilidade. Entretanto, o segundo
material mais utilizado em cada érea, reflete os grids mais especificos para cada tipo de

amostra.

Deste modo temos que as amostras inorganicas sao bem analisadas em grids de
carbono, enquanto que as bioldgicas sdo examinadas utilizando grids de niquel. Ja as
amostras organicas, utilizam grids de um material mais nobre, o ouro. Quando se
concentrando em tipos de revestimento, novamente se encontra uma convergéncia nos mais
utilizados, o filme fino de carbono amorfo, seguido pelo filme de formvar suportado em
carbono, isto para as trés subareas discutidas. Ja tamanho dos grids priorizados ficaram
restringidos aos médios, 200 e 300 mesh, dado as dimensdes das amostras analisadas, todas

em escalas nanométricas.

A categoria técnica como ja comentada anteriormente ¢ uma excegao a regra quanto
a aplicabilidade dos grids, visto que nem sempre este ¢ utilizado para sua fung@o original,

priorizando desenvolvimento de metodologias e/ou técnicas de andlise.

ApOs essa investigacdo, a pesquisa se concentrou em dados da literatura acerca da
limpeza destes grids, todavia o assunto ¢ pouco explorado formalmente, de forma que a

discussdo do assunto em uma plataforma informal retornou os melhores resultados.

Esta constatagdo justifica a necessidade deste trabalho, na catalogacdo dessas

metodologias, bem como analise teérica dos principios fisicos € quimicos, a essas
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aplicadas. Entretanto, isto por si s6 ndo ¢ suficiente, agora, com os parametros tedricos bem
estabelecidos, fica em aberto a execucdo das metodologias, afim de determinar as
condigdes Otimas para uma boa limpeza dos grids, visto que o método de criagdo e

aplicagdo de filmes de revestimento sao bem definidos.

ApOs esse estabelecimento, tem-se a ultima etapa necessaria para a formalizacao de
uma técnica de reaproveitamento de grids em microscopia eletronica, analise da viabilidade

econdmica e do procedimento em si. Por tanto, o trabalho ainda estd no comego.

Contudo, este vem com a importante tarefa de ser apresentado como um guia para
as mais diversas areas que necessitem o uso do MET, uma vez que concentra e explica
detalhadamente a aplicacdo de diversos tipos de grids, quanto ao material, tipo de
revestimento e tamanho do grid. O que, no momento, ndo ¢ alcangavel de maneira simples

na literatura.
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8. ANEXO A - pergunta de Kramer (2014) na rede social Research Gate.
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How to clean formvar coated Cu or Ni grids for reuse?

1 just realized that a grid for EM is quite expensive. Ni and Gu grids (one-hole in my case) cost around €0,5
each (30,7). | have tried with overnight chloroform bu that was not satisfactory. Does anyone clean EM grids for

reuse?
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