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RESUMO

As terapias fotodindmica e fototérmica vém sendo desenvolvidas de forma a
oferecer melhores e mais baratas alternativas no tratamento de céancer. Os
principais desafios na utilizacdo destas técnicas estdo na obtencdo de novos
materiais fototérmicos e fotosensibilizadores que absorvam no mesmo
comprimento de onda. Neste contexto, este trabalho desenvolveu um material
com este potencial. Para isso foi escolhido como base o Oxido de grafeno
devido suas propriedades hidrofilica e atdxica, boa estabilidade térmica,
capacidade de absorcdo de Iluz e possibilidade de funcionalizacéo.
Nanoparticulas de oOxido de ferro magnéticas, floresceina o-metacrilato e o
Verteporfin foram ligados em sua superficie trazendo novas caracteristicas
como a possibilidade do uso como agente de contraste no diagndstico por
ressonancia magnética nuclear e terapia fotodinamica. Para isso, estratégia de
sintese foi feita em quatro etapas: sintese do Oxido de grafeno, 6xido de
grafeno magnético, oxido de grafeno magnético fluorescente e o6xido de
grafeno magnético fluorescente com fotossenssibilizador. Na primeira etapa
empregou-se 0 método de Hummers modificado para obtencdo do Oxido de
grafeno pela oxidacao e esfoliagdo do grafite. Em seguida, nanoparticulas de
oxido de ferro magnético foram imobilizadas em sua superficie pelo método de
coprecipitacdo simples. A propriedade de fluorescéncia foi entdo inserida pela
ancoragem da fluoresceina o-metacrilato juntamente com o &cido acrilico (AA),
persulfato de amoénio e bissulfito de sédio. Por fim, o 6xido de grafeno foi
funcionalizado com o fotossenssibilizador Verteporfin por uma reacdo de
transesterificacdo. A fim de verificar o caréter fisico-quimico e estrutural dos
intermediarios e produtos finais de cada etapa foram utilizadas técnicas de
caracterizagcdo, como microscopia eletronica de varredura de alta resolucéo
(FEG-MEV), difratometria de raios X (DRX), espectroscopia RAMAN,
espectroscopia na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
de fluorescéncia, potencial zeta e espalhamento dindmico de luz (DLS). A
partir dos resultados obtidos, verificou-se que o material obtido tem potencial
terandstico multifuncional com propriedades advindas do 6xido de grafeno
magnético modificado para aplicacbes nas terapias fototérmicas e
fotodinamicas.

Palavras-chave: Oxido de grafeno. Tratamento fototérmico. Tratamento
fotodindmico. Cancer. Terandstico.



ABSTRACT

Photodynamic and photothermal therapies have been developed in order to
offer better and cheaper alternatives in cancer treatment. The main challenges
in the use of these techniques are in obtaining new photothermal and
photosensitizers materials that absorb at the same wavelength. In this context,
this work has developed a material with this potential. For this, graphene oxide
was chosen as the base due to its hydrophilic and nontoxic properties, good
thermal stability, light absorbing capacity and possibility of functionalization.
Magnetic iron oxide nanoparticles, fluorescein o-methacrylate and Verteporfin
were linked on their surface bringing new features such as the possibility of use
as a contrast agent in the diagnosis by nuclear magnetic resonance and
photodynamic. For this, the synthesis strategy was done in four steps: synthesis
of graphene oxide, magnetic graphene oxide, fluorescent magnetic graphene
oxide and fluorescent magnetic graphene oxide with photosensitizer. In the first
step, the modified Hummers method was used to obtain graphene oxide by the
oxidation and exfoliation of graphite. Next, nanoparticles of magnetic iron oxide
were immobilized on their surface by the simple co-precipitation method. The
fluorescence property was then inserted by fluorescein o-methacrylate
anchoring along with acrylic acid (AA), ammonium persulfate and sodium
bisulfite. Finally, the graphene oxide was functionalized with the Verteporfin
photosensitizer by a transesterification reaction. In order to verify the physical-
chemical and structural character of the intermediates and final products of
each step, characterization techniques were used, such as high-resolution
scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffractometry (XRD), RAMAN
spectroscopy, Ultraviolet/visible spectroscopy (UV-Vis), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), fluorescence spectroscopy, zeta potential and
dynamic light scattering (DLS). From the obtained results, it was verified that
the material obtained has a multifunctional thermostatic potential with properties
derived from modified magnetic graphene oxide for photothermal and
photodynamic therapies.

Keywords: Graphene oxide. Photothermal treatment. Photodinamic treatment.
Cancer. Teranostic.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

As caracteristicas da sociedade mundial foram se modificando com os
avancos da ciéncia, tecnologia juntamente com os processos de urbanizacdo e
industrializacdo. Essas modificacdes trouxeram um novo estilo de vida, expondo as
pessoas de forma mais intensa aos fatores de risco préprios do mundo
contemporaneo, alterando consideravelmente o perfil de morbimortalidade. Houve
uma queda da frequéncia das patologias infectocontagiosas e assim o foco principal

se tornou outro, o das doencas nédo transmissiveis (DNT).!

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2012, de 56
milhdes de mortes no mundo, 38 milhdes (68% do total) foram devido a essas
doencas. O cancer aparece como segundo maior fator de mortalidade (8,2 milhdes),
perdendo apenas para as doencas cardiovasculares (17,5 milhdes de mortes). Neste
mesmo ano a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (AIPC) estimou 12,4
milhdes de casos incidentes da doenca. A OMS estima que em 2030 o numero total

de mortes aumente em 4 milhdes.?2

No Brasil segundo a OMS, em 2014, aproximadamente 224 mil (17% das
mortes por DNT) foram por cancer. Baseado nas informacfes do Sistema de
Morbidade por Cancer e o Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM) estima-
se 576 mil novos casos novos para 0s proximos anos. Estes valores reforcam a
magnitude do cancer como problema de saude publica no pais, cujo controle e

prevencdo devem ser priorizados.!

Atualmente as estratégias propostas para o tratamento de cancer incluem os
meétodos de quimioterapia, radioterapia e cirurgia, podendo ser utilizados separados

ou combinados de acordo com a neoplasia.®

7

A quimioterapia € um tratamento sistémico do céancer que utiliza
medicamentos, que podem ser quimioterapicos, hormonioterapicos, bioterapicos,
imunoterapicos ou alvoterapicos, os quais podem ser administrados continuamente

ou a intervalos regulares.t3
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J& a radioterapia € um tratamento local, no qual € empregado um feixe de
radiacOes ionizantes eletromagnéticas ou corpusculares. Essas radiacbes, ao
interagirem com o tecido, tem a capacidade de arrancar elétrons e um atomo,
ionizando-o. Esta ionizacdo pode provocar quebras quimicas modificando a
estrutura molecular, causando, por exemplo, a hidrolise da &gua, ou ainda

promovendo a ruptura de cadeias de DNA e, assim, causando a apoptose celular. 12

Estes tratamentos, mesmo que efetivos, ndo possuem uma alta capacidade
de distinguir entre células doentes ou nao, afetando ou destruindo células saudaveis
e assim induzindo efeitos colaterais locais ou sistémicos. Além disso, podem
proporcionar a possibilidade de algumas células tumorais se tornarem resistentes
com o tempo. Esta somatéria de fatores pode levar o paciente a interrupcdo do
tratamento. Por sua vez, os procedimentos cirdrgicos Sdo invasivos e tem sua

eficacia questionada uma vez que a retirada de células tumorais pode néo ser total. 4

Além destes obstaculos, outro aspecto que deve ser observado sdo os custos
oncoldgicos, pois estes tratamentos comumente empregados possuem alto custo e,
a nivel nacional, comprometem a receita de saude publica. No Brasil, houve um
aumento nas despesas publicas do Sistema Unico de Saude (SUS) em 1,1 bilhdes
entre 2002 a 2010, chegando a aproximadamente 2 bilhdes em 2010, como pode
ser observado na Figura 1. Sendo que nestes dados, consultas, exames de
diagnéstico, procedimentos cirdrgicos fora dos centros habilitados em oncologia, nédo

estao inclusos.®
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Figura 1 - Despesas federais com tratamentos ambulatoriais e hospitalares de oncologia do
SUS no Brasil

1,92

R$ Bilhdes

O T T T T T T T T 1
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Fonte: Tribunal de Contas da Uni&o.®

Na Figura 2 podemos ver a participacdo dos tratamentos na despesa total no
ano de 2010, com a quimioterapia em maior prevaléncia de despesas,

correspondendo a quase trés quartos dos gastos totais.®

Figura 2 - Participacdo com cada tipo de tratamento oncoldgico nas despesas totais com

tratamento — Brasil - 2010

® Quimioterapia

m Radioterapia

m Cirurgia
Outros

74,10%

Fonte: Tribunal de Contas da Unido.®
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Com todos esses desafios, pesquisadores vém estudando novas formas de
tratamentos e diagnosticos precoce mais eficientes, acessiveis, ndo invasivos, com

menores efeitos colaterais e baixo custo.

1.2 Terapias fototérmica e fotodinamica

A fotomedicina surgiu como um novo ramo na medicina, a qual emprega luz
para o tratamento de diversas doencas. Dentre estes tratamentos, as terapias
fototérmica (TFT) e fotodindmica (TFD) séo tipos emergentes que vém tendo
destaque no tratamento de cancer. Essa notoriedade é dada por sua seletividade na
area de interesse, com natureza minimamente ou ndo invasiva, ndo havendo
resisténcia do organismo e consequentemente diminuindo os efeitos secundarios

graves.®

A TFT utiliza materiais biocompativeis, chamados de agentes fototérmicos,
gue sdo capazes de absorver radiacao eletromagnética, e transforma-la em energia
térmica, provocando um aquecimento local, de 41 a 47 °C. Este aquecimento causa
um dano irreversivel as células pela desnaturacdo das proteinas, causando o

rompimento da membrana celular.”8

J& a TFD utiliza uma combinacao de irradicdo com luz, oxigénio e farmacos
fotoativos, também chamados de fotosensibilizadores, para provocar a apoptose
celular no tecido tumoral. Para isso inicialmente incide-se luz com comprimento de
onda de acordo com a absorcao do fotossensibilizador excitando-o0. Essa excitacéo
gera espécies reativas de oxigénio, como o singleto e o tripleto de oxigénio, que
podem oxidar organelas celulares e subcelulares, incluindo membrana plasmatica,
mitocondrias, lisossomos e membrana nuclear, levando a danos irreversiveis nas
células tumorais. Na Figura 3 pode se observar um esquema de como ocorre a
TFD.™®
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Figura 3 - Diagrama de excitacdo e relaxamento em um fotossensibilizador: (A) excitacao;
(B) fluorescéncia; (C) passagem entre os sistemas; (D) fosforescéncia; (E) transferéncia néo
radiativa de energia para singleto de oxigénio; (F) oxidagdo do substrato por singleto de

oxigénio; (G) converséo interna.

Singlet

excited

state Triplet

R excited
T state
[ F
e Ex'0,+s - 5500
: s
: b

E t I
i |
E LA
| N
A |B|G! D| G! ~- %0,
¥ Y
Ground state

Fonte: Gao et al. 8

Atualmente, os principais desafios na utilizacdo destas técnicas estdo na
obtencdo de novos materiais fototérmicos e fotosensibilizadores que absorvam no
mesmo comprimento de onda. Assim ha a possibilidade de utilizar simultaneamente
o TFT e o TFD potencializando a eficacia do tratamento e diminuindo o custo e o

tempo do tratamento por ambos necessitarem de apenas uma fonte de luz.

Assim sendo, este trabalho propde o desenvolvimento de um material que
tenha potencial para superar estas dificuldades. Além disso propriedades para que
ele também possa atuar como diagndstico de neoplasias por ressonancia magnética

nuclear (RMN) e fotodiagnéstico serdo inseridas.

Para a sintese deste material utilizou-se 6xido de grafeno, para atuar como
agente fototérmico, verteporfin como fotossenssibilizador, fluoresceina o-metacrilato
como marcador fluorescente do material no organismo e nanoparticulas de 6xido de
ferro magnético para potencializar o contraste de tecidos no diagnostico por RMN.
Cada uma destas substancias sera abordada nos tépicos seguintes, enfatizando

suas predile¢des.
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1.3 Oxido de grafeno

A sintese do oxido de grafeno tem como matéria prima o grafite em flocos e
pode ser dividida em trés etapas cruciais: oxidacdo do grafite, clivagem por
ultrassom e remocédo das impurezas.!® Este grafite é utilizado por possuir maior
tamanho do cristalito, maior distancia entre as camadas além de ter uma direcdo

preferida das folhas, facilitando sua oxidacédo.!

Seu primeiro relato foi feito em 1859 com Brodie, utilizando HNO3 fumegante
como intercalante nas folhas de grafite e KCIO3 como oxidante. Contudo, a sintese é
demorada perdurando por 4 dias e necessitando 4 ciclos de oxidacado, lavagem,
secagem. Os gases N204 e NOg2, prejudiciais a saude e ClOz, o qual é altamente

explosivo também sdo produzidos.!?

Staudenmaier'® em 1898, com uma mistura de H2SO4:HNOs3 (2:1), conseguiu a

oxidacdo em apenas uma etapa, porém as outras dificuldades ndo foram sanadas.

Ao final da década de 50, Hummers e Offeman!* desenvolveram o método até
hoje empregado. Utilizaram H2SO4 e NaNOs para intercalar as folhas no grafite e
KMnOas para oxidar. Com isso eles diminuiram o tempo de sintese para apenas
algumas horas apresentando-se mais segura com a remoc¢ao KCIOs, ndo formando
ClOz2. Contudo, ainda ha a liberacdo de gases téxicos N204 e NO:2 e, ao final, dificil

remocao dos ions Na* e NOs".

Atualmente novas alternativas de rota de sintese vém sendo desenvolvidas de
acordo com sua aplicacdo. Em biomedicina o 6xido de grafeno vem sendo estudado
nas areas de crescimento e diferenciacdo celular, biossenssores, drug delivery,
engenharia de tecidos, tratamentos de doencas. Dessa forma buscam-se novas
formas de torna-la mais rapida e mais segura, com producdo em massa de 6xido de

grafeno e com propriedades de acordo com sua aplicacéo.%15

Estes esforcos provem de suas caracteristicas fisico-quimicas atraentes que o
tornam uma potencial substancia para o desenvolvimento de biomateriais, pois suas
caracteristicas hidrofilicas e atdxicas o tornam interessantes para atuacao biologica.
Além disso, sua boa estabilidade térmica e capacidade de absor¢cdo de luz fazem
dele um potencial agente fototérmico. E, por fim, a presenca de grupos funcionais
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em sua superficie, tais como ep0xi, hidroxil e carboxil, auxiliam sua funcionalizacao,

trazendo novas caracteristicas ao material. 1°

1.4 Nanoparticulas de o6xido de ferro magnéticas e a ressonancia magnética

nuclear

O diagnostico por RMN é feito pela exposicao do tecido a um campo magnético
externo. Transversalmente ao tecido emite-se uma onda pulsada com réadio
frequéncia, provocando perturbacdo nos prétons, principalmente de moléculas de
adgua. Quando os protons retornam ao estado inicial, obtém-se a imagem pela
conversdo da radiacdo emitida por eles. Essa retomada € chamada de relaxacéao,
podendo ser longitudinal ou transversal. Cada tecido possui uma velocidade de

relaxacdo e densidade de prétons diferente diferenciando os tecidos e mapeando-
OS.16’17

Para melhorar a resolucdo das imagens através do contraste obtido pela

variacdo dos tempos de relaxacéo, alguns agentes de contraste sdo aplicados.

Dentre estes agentes, utilizou-se nanoparticulas de 6xido de ferro magnéticas
neste trabalho, pois quando um campo magnético externo é aplicado neste material
ele responde com grande momento magnético, e assim as interacdes dipolares
entre as nanoparticulas e os prétons do solvente resultam no aumento da relaxagéo
transversal e longitudinal, gerando um contraste ainda maior nas imagens. Além
disso, seu tamanho na ordem nanométrica (10°) é interessante, pois elas podem
acessar macromoléculas bioldgicas, tais como as células (10 — 100 um), virus (20 —
450 nm), proteinas (5 — 50 nm) e DNA (2 nm de largura e 10-100 nm de
comprimento). Possuem possibilidade de modificacdo de sua superficie, a qual

novas propriedades podem ser inseridas. [16,17] [16,18,19,20]

Atualmente tem-se algumas nanoparticulas sendo comercializadas, dentre as
principais destaca-se: Feridx®, constituido por nanoparticulas de primeira geracéo,
produzido pela Bayer HealthCare Pharmaceuticals Inc., e o Resovist®, constituido
por nanoparticulas de Oxido de ferro superparamagnéticas, revestidas com

carboxidextrana, produzido pela Bayer Schering Pharma AG.
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1.5 Fluoresceina o-metacrilato e o fotodiagnostico

O fotodiagnodstico baseia-se na forma em que tecidos normais e cancerigenos
absorvem luz, permitindo entdo a visualizacdo de fluorescéncia diferencial nestes
tecidos. Tecidos cancerigenos possuem uma hiperatividade celular aumentando
assim a producédo de protoporfirina 1X, que € uma substancia presente em um dos
passos para producao de hemoglobina. Esse composto absorve fétons em 410 nm e
emite em 635 nm fazendo com que o tecido apresente coloracdo vermelha, dando
contraste com o tecido que fica azul. Assim o digndstico pode ser feito antes mesmo

da presenca de lesdes visiveis a olho nu.’

Com base nisso, estipulou-se que o material a ser desenvolvido tivesse
caracteristicas fluorescentes, de cor diferente do tumor (vermelho) e do tecido (azul),
identificando o local em que ele se encontra no corpo, ou seja, se ja foi ou nao
acumulado pelo tecido tumoral. Para isso a fluoresceina o-metacrilato, um fluoréforo
organico constituido por varios anéis aromaticos, o qual pode ser observado na
Figura 4, que emite 514 nm (verde), foi escolhido como marcador. Além de sua
emissao, ainda possui caracteristicas como: elevado coeficiente de absor¢cédo e
capacidade de formar ligagbes covalentes ou ndao covalentes com outros materiais,
proporcionando  melhor  fotoestabilidade,  hidrofilicidade, atéxicidade e

biocompatibilidade.?1-23

Figura 4 - Molécula de Fluoresceina o-metacrilato

O

O
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Fonte: Autor
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1.6 Verteporfin

O tratamento de cancer por TFD necessita, além de luz e oxigénio,
fotossenssibilizadores. Contudo nem todos os tipos podem ser utilizados, pois, para
este tipo de aplicacdo, varios critérios devem ser cumpridos. Eles devem ter baixa
toxicidade, acumular seletivamente no tecido tumoral e minimizar a sensibilidade da
pele. Ter rapida remocéao pelo organismo, ou seja, estabilidade in vivo limitada. Deve
ter absorcdo em comprimentos de onda mais longos na regido do
infravermelho/visivel, absorvendo um grande numero de fétons aumentando a
penetracdo da luz no tecido. Além disso, sua banda de absor¢édo ndo deve sobrepor

as bandas de absorcéo de outros croméforos presentes nos tecidos.?*

Os fotossensibilizadores séo classificados em trés geracdes. Os de primeira
geragao, derivados de Hematoporfirina e seus correlatos. Os de segunda,
compostos estruturalmente distintos com absorcdo de longo comprimento de onda.
E os de terceira, fotossensibilizadores de segunda geracéo ligados a carregadores

para melhor seletividade.?*

Os de segunda, em relacdo ao de primeira, sdo melhores por sua facilidade de
reproducao, além de ter maior seletividade para o tecido tumoral e ser rapidamente
excretadas do corpo. Sua absorcdo € em uma faixa de comprimento de onda maior

(de 675 a = 800 nm) e com isso permite maior penetragdo de luz.?*

Dentre estes fotossenssibilizadores de segunda geracdo, o verteporfin é um
potente agente fotossensibilizador. As industrias QLT Phototherapeutics de
Vancuver (Canadd) e a Ciba Vision Corporation de Duluth (EUA) em colaboragéo o
produziram sob o nome comercial Visudyne. Atualmente ele € empregado no
tratamento de degeneracdo macular relacionada com a idade e estd em ensaios
clinicos de Fase lll para o cancer de pele do tipo ndo melanoma cutaneo e de Fases

I/l contra o tipo ndo melanoma.?4-26

Comparado ao farmaco de primeira geracéo, o Photofrin, o verteporfin possui
uma absorbancia mais intensa em um comprimento de onda maior (690nm), com
penetracdo 50% maior de luz no tecido. Além disso, € rapidamente absorvido pelo

tumor, com taxa tecido/tumor entre 30 a 150 minutos ap0ds a injecao intravenosa, e
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sua fotossensibilidade na pele dura apenas alguns dias, pois € eliminada do corpo
entre 1 a 2 dias.?*?’
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral sintetizar O6xido de grafeno
magnético fluorescente multifuncional, tendo propriedades oticas e magnéticas
conjugadas em uma unica estrutura, e caracteriza-lo por meio de diversas técnicas

em seu carater fisico-quimico e estrutural.

2.2 Especificos

e Sintetizar o 6xido de grafeno a partir do grafite pelo processo de Hummers
modificado;

¢ Imobilizar nanoparticulas de éxido de ferro magnético em sua superficie pelo
método de coprecipitacdo simples modificado;

e Ancorar o composto fluoresceina o-metacrilato;

e Funcionalizar com o fotossenssibilizador Verteporfin;

e Caracterizar os intermediarios e produtos finais de cada etapa por:
microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucdo (FEG-MEV),
difratometria de raios-x (DRX), espectroscopia RAMAN, espectroscopia na
regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de
fluorescéncia, potencial zeta e espalhamento dinamico de luz (DLS).
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A sintese do oxido de grafeno magnético fluorescente com fotossensibilizador
(OGMFV) foi feita em quatro etapas. Inicialmente o grafite foi oxidado de acordo com
o método de Hummers'# e Gollavelli e colaboradores?® com modificagées produzindo
oxido de grafeno. Posteriormente, através do método modificado de coprecipitacédo
simples, nanoparticulas de 6xido de ferro magnético foram incorporadas a sua
superficie.?® A fluoresceina o-metacrilato foi entdo ancorada no 6xido de grafeno
utilizando o acido acrilico, persulfato de amonio e bissulfito de sddio.*° Por fim foi
feita uma transesterificacdo funcionalizando-o com verteporfin.31-33 A cada etapa as

amostras obtidas foram submetidas as técnicas de caracterizacao.

3.1 Sintese do 6xido de grafeno (OG)

O oxido de grafeno foi sintetizado com base na teoria do método de Hummers

modificado, removendo o NaNOg, pela oxidacédo do grafite em flocos.'428

Em um balédo de trés bocas de 250 mL adicionou-se cerca de 1,0 g de grafite
em flocos (100 mesh) Aldrich, 23,0 mL de H2SOa4 P.A. Aldrich (0,01 mol L1) e por 24
horas foi mantido sob agitagao.

Posteriormente, o baléo foi levado a um banho de gelo até atingir temperatura
abaixo de 20 °C e entédo 3,0 g KMnOa (= 99,0 %) Aldrich foram adicionados de forma
gue se mantivesse a temperatura. Em seguida a mistura de reacao foi agitada por 8

horas e ap6s esse periodo agueceu-se a 40 °C por 30 minutos, em banho de 6leo.

Ao final desse processo, uma aliquota de 50,0 mL de H20 deionizada foi
adicionada e a temperatura elevada a 75°C por 1 hora sob agitacdo constante. Por
fim, ao atingir temperatura ambiente, 150 mL H20 destilada e 5,0 mL de H202 30 %

(v/v) foram adicionados.

A remocao das impurezas foi feita por filtracdo. O sobrenadante foi retirado e
passado em uma membrana de fluoreto de polivinilideno, poro 0,22 pm. Ao final, a
membrana foi coletada e seca, a amostra retirada e transferida a um béquer com

50,0 mL de H20. A esfoliagéo foi entdo feita utilizando uma ponteira ultrassénica por
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30 minutos, utilizando amplitude de 30% em modo pulsado (2 segundos lidado e 2
desligado).

3.2 Sintese do 6xido de grafeno magnético (OGM)

A superficie do OG obtido anteriormente foi decorada com nanoparticulas de
oxido de ferro magnético através do meétodo modificado de coprecipitacao

simples.20.29:34

Para esta metodologia foram preparadas duas solu¢des. Em um béquer, 30mg
de OG e 9,0 mL de NH4OH 0,01 mol L foram adicionados, originando a solugéo (A).
A solucéo (B) foi preparada com 10,0 mL com concentragdo 0,1 mol L de ferro (1:2
de FeClz Aldrich:FeCls Aldrich) em um tubo falcon, onde foi avolumada para 20,0 mL.

Posteriormente, a solucao foi transferida para um béquer sob agitacao constante.

A solucéo (A) foi gotejada lentamente sobre a (B) formando o 6xido de ferro na
superficie do OG. A fim de remover as impurezas, o OGM precipitado

magneticamente foi lavado, redisperso em agua e, por fim, caracterizado.

3.3 Sintese do 6xido de grafeno magnético fluorescente (OGMF)

Uma das grandes vantagens do 6xido de grafeno € sua capacidade em ser
funcionalizado por polimeros.3%3> Assim a introducdo da propriedade de
fluorescéncia foi feita com a fluoresceina o-metacrilato (FMA), juntamente com o

acido acrilico (AA), persulfato de amonio e bissulfito de sédio.3°

Em um tubo falcon contendo o OGM foi adicionado 1,5 mL de &cido acrilico
(0,01 molL!) e levado a um agitador mecanico, no qual foi submetido a uma rotagéo
de 2 rpm durante 24h. Posteriormente 3 mg de FMA, 2,0 mg de persulfato de
amonio e 1,0 mg de bissulfito de sédio foram adicionados a solu¢do sob agitacao.

Apds, a solucdo foi sujeita a etapa de centrifugacdo visando a remocdo dos
reagentes em excesso. Este procedimento foi repetido cinco vezes empregando as

condi¢cdes de 8000 rpm por 30 min.
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3.4 Sintese do Oxido de grafeno magnético fluorescente com
fotossensibilizador (OGMFV)

Para funcionalizar o OGMF com o fotossensibilizador Verteporfin foi feita uma
reacdo de transesterificacdo entre os grupos hidroxil do 6xido de grafeno e o grupo
éster.

Para isso, 2,0 mg de verteporfin Aldrich foram solubilizados em 2,0 mL de DMSO.
Ja o OGMF foi suspenso em DMSO com pH ajustado para 10, a fim de desprotonar
as hidroxilas presentes e facilitar a transesterificagdo. Ao final, adicionou-se o
verteporfin ao OGMF e este foi levado a um agitador mecéanico, no qual foi

submetido a uma rotacao de 2 rpm durante 24h.

Para remocdo do excesso do fotossensibilizador, a amostra OGMFV foi lavada
com auxilio de uma centrifuga. Este procedimento foi repetido cinco vezes,

utilizando agua deionizada e empregando as condi¢cdes de 10000 rpm por 30 min.

3.5 Caracterizacdes

A cada etapa de sintese as amostras OG, OGM, OGMF e OGMFV foram
submetidas as técnicas de caracterizacao descritas abaixo.

A caracterizacdo morfolégica das amostras foi feita por Microscopia de Varredura
Eletronica de Alta resolucdo (FEG-MEV; JEOL modelo 7500F). Para isso, as
amostras foram diluidas em propanol e 10 pL das suspensdes foram gotejadas em
um substrato de éxido de silicio (SiO2/Si), e entdo secas a temperatura ambiente.

A difratometria de raios X foi empregada para avaliar as propriedades estruturais
dos materiais sintetizados. As amostras foram secas, maceradas e entdo colocadas
em um suporte de vidro. Os difratogramas foram obtidos de 26 = 5° a 80°, utilizando
difratdbmetro de raios X marca SIEMENS modelo D5005, Radiagdo Cu Ka (a =
1,5418R), com detector de Cintilagdo e Monocromador de Grafite foi empregado.
Aléem do padrdo difratométrico caracteristico de cada substancia, obteve-se a

distancia interplanar através da equacao de Bragg, conforme apresentada a seguir.36
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2d senf = 1 Equacéo 1

Sendo d a distancia interplanar no cristal, & o angulo entre o vetor de onda
incidente e os planos cristalinos da amostra e A o comprimento de onda da radiagao

incidente.

Espectroscopia Raman foi feita utilizando o LabRAM RH (Horiba), equipado com
um laser de Ar arrefecido He-Ne no comprimento de onda de 632,81 nm e de
poténcia de excitacdo de 0,17 mW. As amostras foram secas, maceradas e entao
aplicadas sobre uma lamina de vidro. Os espectros foram obtidos de 300-3000 cm,

tendo como tempo de integracédo 60 segundos.

Os espectros de UV-Vis foram adquiridos em um Espectrofotometro de feixe
duplo UV/VIS/NIR, Perkin Elmer Lambda 1050, operando na faixa espectral de 200 a
800 nm em modo de absorbancia. Para isso as amostras foram diluidas em agua até

obterem absorcdo maxima préximo a 1.

Os espectros no infravermelho foram obtidos utilizando um espectrometro na
regido do infravermelho (400 a 4000 cm) com transformada de Fourier,
empregando reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) marca PerkinElmer Frontier FT-IR.
Foram feitas pastilhas das amostras previamente secas e maceradas, na proporcao

1:99 (amostra:KBr), para a obtencéo dos espectros.

As andlises térmicas foram feitas no equipamento METTLER TOLEDO SC
STARe System em atmosfera de ar sintético com uma taxa de aquecimento de 10°C

min~ de 30 a 800°C, com 1 g de cada amostra seca.

As medidas de Fluorescéncia foram feitas com excitacdo a 475 nm, que € a faixa
do comprimento de onda de absorcdo da fluoresceina o-metacrilato. Para esta
analise as amostras foram utilizadas em forma de suspensédo. Os espectros foram
obtidos de 400 a 800 cm utilizando um Fluorimetro RF-5301PC da Shimadzu
Scientific Instruments, Inc. e um Fluorimetro Horiba Jobin Yvon (Spex Fluorolog-3),
medidos a temperatura ambiente. Como fonte de excitagdo das amostras utilizou-se

lampada de Xenbnio 400 W.
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A partir do potencial zeta ({) pode-se caracterizar a estabilidade coloidal,
medindo a magnitude e o sinal de carga da superficie, associada a dupla camada
elétrica em torno da particula, decorrentes da dissociacdo de grupos funcionais
presentes na superficie ou da adsorcdo de espécies idnicas do meio de dispersao.
Particulas com potenciais maiores que 30 mV ou menores que - 30 mV possuem
maior repulsdo eletrostatica interparticular e por isso suas dispersdes sao
consideradas estaveis. Neste trabalho foi utilizado o equipamento Malvern, modelo
Zetasizer Nano ZS, para determinar o potencial Zeta das amostras. Para isso elas
foram dispersas utilizando uma ponteira ultrassonica em modo pulsado (2 segundos
ligado e 2 segundos desligado) por 5 minutos. A titulacao foi feita com as amostras
diluidas, no intervalo de pH de 2 a 10, e a cada 0,5 unidade de pH o potencial Zeta

foi medido.

O espalhamento de luz dindmico é uma técnica baseada no movimento
Browniano das particulas, no qual € possivel medir o tamanho destas pela relacao
entre a velocidade de movimentacdo da particula e a intensidade e a mudanca de
frequéncia da luz espalhada (efeito Doppler). O diametro hidrodindmico das
amostras diluidas foi determinado no equipamento Zetasizer Nano ZS, marca
Malvern, com detector posicionado no angulo de 173° em relagcédo a luz incidente
sobre a amostra, a uma temperatura de 25° C. Contudo o instrumento considera as
particulas como esféricas. Desta forma, os valores obtidos sdo médias aproximadas

utilizadas para analisar a distribuicdo do tamanho das amostras.10:37
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras OG, OGM, OGMF e OGMFV obtidas no processo de sintese foram
caracterizadas de modo a verificar sua composi¢cdo, morfologia e estrutura. Para
comparacoes, padrées de Grafite Aldrich (G), Oxido de Grafeno Aldrich (OGP) e
Fluoresceina o-metacrilato (FMA) também foram caracterizados. Para melhor
entendimento, cada um deles foi representado por uma cor conforme a Tabela 1
abaixo, a qual sera apresentada junto aos resultados obtidos (figuras, espectros) em

cada etapa.

Tabela 1- Relacdo das amostras por cor.

COR AMOSTRA ABREVIATURA

. Grafite G
. Fluoresceina o-metacrilato FMA
. Oxido de grafeno padréo OGP
. Oxido de grafeno magnético OGM
. Oxido de grafeno magnético fluorescente OGMF
Oxido de grafeno magnético fluorescente com
: OGMFV
verteporfin

Fonte: Autor

Os resultados obtidos e andlises estdo descritos nos tépicos subsequentes.
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4.1 CaracterizacGes da sintese do 6xido de grafeno (OG)

Uma representacdo esquematica do método de Hummers modificado é ilustrada

na Figura 5.

Figura 5 - Representacdo do esquema da rota de preparo, pelo método Hummers
modificado, do OG.

& Carboxil @® Epoxi @ Hidroxil

Grafite Oxido de grafite Oxido de grafeno
A) Oxidagdo, B) Filtracdo e esfoliag&o.

Fonte: Autor

De acordo com a Figura 5, observa-se que o processo de oxidacdo do grafite
promove a adi¢cdo dos grupos caboxil, hidroxil e epoxi em suas folhas, aumentando o
espacamento interlamelar. Posteriormente ha a esfoliagdo por ultrassom, produzindo
o Oxido de grafeno e, ap0s, as impurezas, como o grafite ndo oxidado, sdo
removidas por filtracdo. Ao final obtém-se uma dispersao coloidal altamente estavel,

de coloracédo amarelada caracteristica, a qual pode ser observada na Figura 6. 2838
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Figura 6 — Fotografia da disperséo coloidal de OG em H,O/NH,OH (pH=9)

Fonte: Autor

E importante ressaltar que a modificacdo do método pela remocdo do NaNOs,
nao gerou os gases toxicos NO2 e N204 nem os ions Na* e NOgz', de dificil remocéao,

no meio, tornando a sintese mais segura, limpa e, de menor custo.*°

4.1.1 Andlise térmica por TG/DTA

A fim de verificar a modificacdo do material, de grafite a 6xido de grafeno, foi feito
um o estudo do comportamento térmico das amostras G e OG por analise de
TG/DTA. Deste modo, para obté-las variou-se a temperatura em uma taxa de

aguecimento de 10°C mint. (Figura 7).4°
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Figura 7 - Curvas TG (preta) e DTA (azul) obtidas para as amostras de G e OG.
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Fonte: Autor

Observando a amostra G, através da sua TG (linha preta), € possivel notar um
ganho de massa gradativo de 100 a 600 ° C, devido a oxidacdo dos grupos nas
bordas das folhas do grafite. A partir de 600 C° observa-se uma gradativa perda de
massa, evidenciada pela presenca de um evento na DTA (linha azul), referente a

combustdo do esqueleto carbonico.

A curva TG do OG apresenta inicialmente uma perda de massa até 120°C
proveniente da liberacdo da 4gua adsorvida em sua superficie hidrofilica. Em 200 e
300°C a perda de massa é atribuida a decomposicdo dos grupos funcionais
oxigenados. Por fim, em 480°C ha a combustao do carbono. Estas perdas de massa

sdo confirmadas através dos quatro eventos presentes na DTA.39:4142

Correlacionando as curvas termogravimétricas observa-se que o OG possui

maior teor de grupos oxigenados e menor estabilidade térmica (proxima a 130 °C).

4.1.2 Microscopia eletrbnica de varredura

O estudo morfolégico da amostra foi feito por FEG-MEV. O OG, quando
depositado em um substrato de 6xido de silicio (SiO2/Si), gera um contraste com o
substrato, possibilitando sua visualizacdo. Assim a Figura 8 ilustra as micrografias do
OGP e OG.
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Figura 8 — Micrografias eletronicas de varredura do padrdo OGP e da amostra OG.

Fonte: Autor

Em ambas as figuras notam-se o aspecto de folhas, com rugas e dobras na
superficie, conforme a literatura. Esta aparéncia ocorre devido as interacdes entre
grupos funcionais oxigenados epoOxi, hidroxil e carbonil, presentes entre as

folhas.43:44

4.1.3 Diametro hidrodinamico

Os valores da distribuicdo de tamanho do 6xido de grafeno sintetizado obtidos
a partir da analise de espalhamento de luz dindmico para o OG podem ser

observados na Figura 9 abaixo.
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Figura 9 - Distribuicdo do tamanho médio do OG
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Fonte: Autor

Os tamanhos meédios das folhas apresentados foram de 122 e 459 nm.
Contudo estes valores ndo correspondam ao observado por MEV. H4 a presenca de
pequenas folhas, contudo a maior parte esta na escala de pum. Isso se da pois, as

folhas devem estar com tamanhos maiores do que o limite do equipamento que é de

6000 nm.

4.1.4 Potencial zeta

O potencial zeta da dispersdo aquosa de OG a diferentes valores de pH é

observado na Figura 10.
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Figura 10 - Curva de potencial Zeta versus pH para amostra OG
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Fonte: Autor

Os valores negativos em toda a faixa de pH estudada na amostra OG indicam
uma carga negativa sobre a superficie, a qual pode ser atribuida aos grupos
carboxil, hidroxil e ep6xi presentes. Em pH acima de 8,5 a dispersdao de OG é
considerada estavel, com valor de —-30,13 mV. Esta estabilidade a valores mais
basicos é consequéncia da desprotonacdo dos grupos funcionais presentes nas

folhas de grafeno.*

4.1.5 Difratometria de raios X

Os difratogramas de raios X obtidos para o OG e os padroes G e OGP estao

ilustrados na Figura 11.
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Figura 11 - Difratogramas de raios X de OG, OGP e G.
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Fonte: Autor

Observando a Figura 11, nota-se que G € um material de estrutura cristalina,
com carbonos altamente orientados, pois apresentou picos finos e pouco ruido. Os
picos indexados (002) em 26,62° e (004) em 54,74° caracteristicos do grafite foram

observados.3® A partir da lei de Bragg a distancia interplanar Doo2 foi de 0,33 nm.

O padrdo de difracdo de raios-x para o 6xido de grafeno puro tem um pico
intenso (001), que pode variar de 7 a 12° dependendo da quantidade de agua
residual intercaladas entre os planos basais. No OGP o pico (001) foi observado em
10° e em 11,7°, ja no OG, um pico intenso e estreito, em 11,56 ° foi apresentado. As
distancias interplanares Doo1 do OGP e OG foram de 0,88 e 0,77 respectivamente.
Além do pico caracteristico do Oxido, em ambas as amostras outro pico largo
proximo a 21° foi notado. Este é atribuido ao oxido de grafeno reduzido (002)

também presente.3846

A auséncia do pico 26,62° nestas amostras indicam um processo de oxidacao

completo do material.®® O aumento da distancia interplanar dos OG ocorre devido a



34

existéncia de grupos funcionais de oxigénio e alguns outros defeitos estruturais.
Desta forma o Oxido de grafeno sintetizado, quando comparado ao padréo,

apresentou maior cristalinidade e menor distancia interplanar.

4.1.6 Espectroscopia Raman

Empregando a espectroscopia Raman € possivel obter informacdes sobre as
caracteristicas estruturais e eletrbnicas dos materiais carbdnicos, através das
bandas D (1200 a 1400 cm™) e G (1500 a 1600 cm™). A banda D indica a desordem
da estrutura hexagonal pelas vibragdes C-C com hibridizacdo sps. J4 a banda G

corresponde a vibragdo C-C sp? no plano.*’

Tendo isso em vista, a Figura 12 ilustra os espectros Raman de G, OGP e OG.

Figura 12 - Espectro Raman do G, OGP e OG.
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As caracteristicas dos materiais carbdnicos sdo apresentadas nos trés espectros
Raman. Porém, uma diferenca na intensidade de pico e na largura da meia altura
das bandas D e G sdo notadas. Estas diferencas estdo relacionadas a
desorganizacao estrutural do material, uma vez que a presenca de defeitos altera
significativamente as vibra¢des das ligacbes do carbono, alterando a intensidade da

banda D observada no espectro Raman.*’

O grafite, tendo maior quantidade de ligacdes C-C sp?, possui uma banda D
baixa se comparada a G. Ja nos Oxidos, a incorporacdo dos grupos oxigenados
introduz defeitos em sua estrutura cristalina, alterando algumas ligacGes para sp?®.

Isso pode ser observado por uma banda D mais intensa.4’

O grau de desordem na estrutura e a quantidade de defeitos estruturais podem
ser calculados pelos parametros Io/lg, dado pela razéo da intensidade dos picos, e
wp/ma, pela razdo da largura da metade do pico, respectivamente.*’ Para isso as

amostras OGP e OG foram submetidas ao processo de deconvolugao utilizando a
funcdo lorentziana. Os graficos obtidos estdo ilustrados na Figura 13.

Figura 13 - Deconvolucéo dos espectros de Raman do OGP e OG.
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D1
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Fonte: Autor

A deconvolugcdo dos picos aplicada nos espectros Raman originou as bandas
D1, D2, D3, D4 e G, soma de todas, as quais podem ser observadas na Figura 13.
Os valores obtidos dos parametros pelas bandas D1 e G para o OGP e OG sao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de Ip/lg € oop/owc do OGP e OG.

Amostra
OGP 2,34 3,20
oG 2,03 2,72

Fonte: Autor

Um material cristalino possui valor de Io/lc préximo de zero e, quanto maior o
valor, mais desorganizado o material pode ser considerado. Os Oxidos apresentaram
valores maiores que 0, revelando a presenca de uma maior quantidade de defeitos
estruturais decorrentes do agressivo processo oxidativo imposto na sintese,

guebrando a estrutura grafitica e incorporando grupos oxigenados. O OG
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apresentou menor quantidade de defeitos se relacionado ao OGP e, observando os

valores de wp/mac, também apresentou menor quantidade de defeitos estruturais.

4.1.7 Espectroscopia na regiao UV-Vis

Uma das principais técnicas que pode ser empregada para caracterizacdo do
oxido de grafeno € a espectroscopia de UV-Vis. Através dessa técnica é possivel

observar as transicdes eletronicas moleculares de G e OG (Figura 14).

Figura 14 - Espectro de UV-Vis do G e OG.
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Fonte: Autor.

A linha azul ilustra o espectro UV-Vis para o padrao G e a linha amarela OG.
O grafite ndo apresentou bandas absorcdo no intervalo de 200 a 800 nm. Toda
via, 0 OG apresentou absor¢do em 230 nm correspondente as transi¢coes ™ - "
(orbital ligante para antiligante) dos dominios de carbono aromaticos conjugados,
e um ombro em 296 nm que pode ser atribuido a transi¢cao do tipo n - 1* (orbital

ndo ligante para antiligante) atribuidas a ligagbes do tipo C=O do grupo
carbonila.*®



4.1.8 Espectroscopia na regido do infravermelho

A fim de se obter conhecimento das estruturas moleculares da amostra foram
feitas analises empregando espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier. A Figura 15 ilustra os espectros de infravermelho do 6xido de grafeno
sintetizado e dos padrbes de grafite e 6xido de grafeno. J& a Tabela 3 apresenta as

principais bandas obtidas e suas respectivas atribuicdes.

Figura 15 - Espectros na regido do Infravermelho do OG, OGP e G.

Fonte: Autor
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Tabela 3 - Atribuicdo das principais bandas de absor¢éo na regido do infravermelho.

N Bandas de
Atribuicéo Amostras

absorc¢éo (cm™)

-OH (4gua) v
3700-3000 G, OGP, OG
-C-H (Aromatico) Vas
-C-H Vs ~2922 G, OGP, OG
-C-H vas ~2850 G, OGP, OG
-C=0 (carbonil/carboxil) v ~1730 OGP, OG
-C=C (aromatico) Vv ~1620 G, OGP, OG
-COOH v(C-0)/ 5(0-H)
1480-1300 G, OGP, OG
-CH2CO v
-CO (hidroxil) v
1300-900 OGP, OG
-C-O-C (epoxi) v
-C=C-H (insaturacao (C-H) ys
o ~1011 G, OGP, OG
alifatica)
-C-H (substituido Ys
. 900-730 OGP, OG
aromatico)
-C-O-C Y ~580 OGP, OG

v : estiramento; &: deformagédo no plano; y: deformagéo fora do plano; s: simétrica; as: assimétrica

Fonte: Socrates 4°

Analisando a Figura 15, nota-se que os espectros de IV obtidos para OG e OGP
apresentaram relativa semelhanca, uma vez que, as bandas 3700-3000, 2922, 2850,
1730, 1620, 1480-1300, 1300-900, 1011, 900-730 e 580 cm™ se sobrepuseram. Ja
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para a amostra de G, observa-se a auséncia das bandas 1730, 1300-900, 900-730 e
580 cm.

Relacionando esta analise com a Tabela 3, atribuiram-se as bandas vibracionais
dos espectros do IV que diferem o G dos 6xidos. As bandas 1730, 1300-900 e 580
cm? estdo relacionadas aos grupos carbonil, epéxi e hidroxil. Estas bandas
confirmam a oxidacao e esfoliacdo do grafite a 6xido de grafeno.

4.2 Caracterizacdes da sintese do 6xido de grafeno magnético (OGM)

A disperséo coloidal de OG em H20/NH4OH, com pH préximo a 9, foi adicionada
a uma solucdo aquosa de sais de Fe?*/Fe3* (1:2) proporcionando uma reacgédo de

coprecipitacdo, representada pela equacédo quimica abaixo.

Fe?* + 2 Fe3"+ 8 OH - Fes04 + 4H20

Como consequéncia, as nanoparticulas de 6xido de ferro magnético produzidas
foram ligadas ao OG por ligacdes Fe-O-C. [29,50,51] Uma representacao ilustrativa

das fases do produto durante a sintese € apresentada na Figura 16.

Figura 16 - Representacdo do esquema da rota de preparo, por coprecipitacdo modificada,
do OGM.

@ Carboxil @ Epoxi @ Hidroxil ® Fe0,

Sais de ferro (I1) e (Ill) Oxido de grafite Oxido de grafeno
C) Coprecipitacédo

Fonte: Autor
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A cor amarela caracteristica do OG foi alterada para marrom escuro indicando a
presenca do 6xido de ferro magnético, a qual pode ser observada na Figura 17A. Ao
aplicar campo magnético (0,3 T) através de um iméa@ sobre a suspensdo houve
separacdo imediata do OGM conforme observado na Figura 17B. Essas

caracteristicas qualitativas sugerem que a sintese do OGM foi eficaz.

Figura 17 - Disperséo coloidal de OGM em H,O/NH4OH (pH=9) A) sem e B) com campo

magnético

Fonte: Autor

4.2.1 Microscopia eletronica de varredura

Tendo em vista um estudo sistematico da morfologia das nanoestruturas de
oxido de grafeno decoradas com Oxido de ferro magnético, foram feitas micrografias
do Fes0a4, sintetizado por coprecipitacéo, e do OGM, pela coprecipitacdo modificada.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Micrografias do Fe;O4 A) magnifacacdo 50 mil e B) 100 mil vezes e OGM C)

magnificagdo 50 mil e D) 100 mil vezes.

Fonte: Autor

As Figura 18A e B mostram as micrografias das nanoparticulas de Fe304, as
quais estdo dispostas em grandes aglomerados. Segunda a literatura isso ocorre
pelas fortes interacdes das ligagbes de hidrogénio, dipolos e interagbes de campo

magnético das nanoparticulas em fase aquosa.>%5!

Em comparacéo, nas Figura 18C e D, mesmo apés as lavagens do material, as
nanoparticulas foram observadas apenas dispersas nas folhas do OGP, néo
apresentando um processo de forte agregacao e sugerindo uma forte interacédo entre

elas.5051

Atribui-se estes resultados aos grupos funcionais oxigenados na superficie do
OGP, que através de ligacdes Fe-O-C, tendem propiciar a nucleacdo e o

crescimento do 6xido de ferro magnético.?:50.51
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4.2.2 Diametro hidrodinamico

Analogamente a secédo 4.2.1 foi obtida a distribuicdo de tamanho médio de

OGM sintetizado, a qual pode ser observada na Figura 19.

Figura 19 - Distribuicdo do tamanho médio do OGM
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Fonte: Autor

Os tamanhos médios do OGM obtidos foram de 142 e 5560 nm. Estes valores
mostram uma possivel diminuicdo das folhas grandes, nédo observadas
anteriormente no OG, pelo processo de sintese de coprecipitacdo e suspensédo da

amostra por ultrassom. 52

4.2.3 Potencial zeta

Semelhante a sesséo 4.1.3 o potencial zeta da dispersdo aquosa de OGM a

diferentes valores de pH foi feito e pode ser observado na Figura 20.
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Figura 20 - Curva de potencial Zeta versus pH para amostra OGM
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Fonte: Autor

A presenca de nanoparticulas de 6xido de ferro magnéticas na superficie do
OG alterou a distribuicdo dos ions na regido interfacial. Quando em meio aquoso,
sobre estas particulas, encontram-se hidroxilas, as quais dependendo do valor de
pH podem formar ions H* ou OH". No pH 2,8 o potencial zeta é zero, ou seja, ha um
equilibrio entre essas cargas. Este ponto € chamado de ponto isoelétrico. Em pH 10
a dispersdo continuou estavel, com valor em 10 de — 30,63 mV. Este resultado
sugere uma forte interacdo das nanoparticulas magnéticas com a superficie do OG.
Se comparado a curva de potencial Zeta versus pH da amostra OG, observa-se que

as cargas de superficie sdo completamente diferentes entre os dois sistemas.

4.2.4 Difratometria de raios X

A caracterizacdo microestrutural do OGM foi conduzida analogamente a secao
4.1.2. O difratograma de raios X obtido para esta amostra esta ilustrado na Figura
21.
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Figura 21 - Difratograma de raios-x do OGM.
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Fonte: Autor

Os picos de difragdao em 30,2°, 35,7°, 43,4°, 53,7°, 57,2° e 63,4° podem ser
atribuidos aos planos cristalinos de FeszO4 (220), (311), (400), (422), (511) e (440),
coincidentes com a literatura. Porém ndo ha como identificar com precisdo se ha
formacdo de maghemita ou magnetita, pois ambas apresentam picos de difracéo
com angulos proximos devido a semelhanca de sua estrutura cristalina. Contudo
ambas podem ser utilizadas para a aplicacdo como agentes de contraste em

ressonancia magnética nuclear.?®:51

4.2.5 Espectroscopia Raman

A suspensdo coloidal foi submetida a espectroscopia Raman visando a
verificagdo do Oxido de grafeno, seus parametros (Io/lc € Wp/Wa) e a espécie de

fase do oOxido de ferro. O espectro de Raman da amostra OGM sintetizada é

apresentado na Figura 22 abaixo.



46

Figura 22 - Espectro Raman do OGM.
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Fonte: Autor

Apesar da vantagem de identificacdo dos compostos através do espectro
Raman, nao foi possivel detectar a fase de 6xido de ferro (na regido de 300 a 700
cm!) devido ao ruido inerente dos espectros dificultando sua interpretacdo. Sendo
assim, apenas as bandas correspondentes ao 6xido de grafeno, D (1200 a 1400 cm”

1) e G (1500 a 1600 cmt) puderam ser observadas.

Para o calculo dos parametros Io/lc e wp/mwe as bandas foram deconvoluidas. O

resultado obtido esta ilustrado na Figura 23.
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Figura 23 - Deconvolucéo dos espectros de Raman do OGM.
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Fonte: Autor

A deconvolugdo aplicada nos espectros Raman originou as bandas D1 e G
observadas na Figura 23. Os valores obtidos nos parametros para o OGM estéo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de Ip/lg € op/ows do OG e OGM.

Amostra
oG 2,03 2,72
OoGM 2,83 1,34

Fonte: Autor

O OGM apresentou valor de Io/lc maiores ao OG e ®wp/®c menores que o OG

indicado um aumento no grau de desordem e diminuicdo dos defeitos na estrutura.

Isso pode ocorrer, pois a presenca das nanoparticulas de 6xido de ferro magnéticas
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aumentaram a desordem do material, mas também interagiram com 0s grupos o

hidroxilo, epdxi e carboxilicos diminuindo a quantidade de defeitos das folhas.%3

4.2.6 Espectroscopia na regido do infravermelho

Através da energia vibracional das moléculas que comp8Ge o material foi
empregada espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier para

identificar os compostos presentes.

A Figura 24 apresenta os espectros de infravermelho do OGM e OG, os quais
sdo comparados com a Tabela 5, em que suas principais bandas e respectivas

atribuicdes sdo indicadas.

Figura 24 - Espectros na regido do Infravermelho do OGM e OG.
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Fonte: Autor
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Tabela 5 - Atribuicdo das principais bandas de transmissdo dos espectros na regido do
infravermelho do OG e OGM.

Bandas de absorcéao

Atribuicao Amostras
(cm™)

-OH (4gua) v

3700-3000 OG, OGM
-C-H (Aromético) Vas
-C-H Vs ~2920 OG, OGM
-C-H Vas ~2850 OG, OGM
-C=0 (carbonil) v 1800-1670 OG, OGM
-C=C (aromatico) Vv ~1590 0OG, OGM
-COOH v(C-0)/ 8(0-H)

1480-1352 OG, OGM
-CH2CO Vv
-C-O-C- (epoxi) v 1352-1093 OG, OGM
Fe-O v ~650 OGM
Fe-O v ~580 OGM
-C-O-C Y ~580 OG, OGM

v : estiramento; 6: deformagédo no plano; y: deformagéo fora do plano; s: simétrica; as: assimétrica

Fonte: Socrates®

Analisando a indicadas, na Figura 24 observa-se uma correspondéncia entre as
bandas do OG e o OGM, como as bandas 3700-3000, 2920, 2850, 1800-1670, 1590,
1480-1352 e 1352-1093 cm™. J& as bandas 650 e 580 cm™ sdo notadas apenas

para o OGM.
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Relacionando as bandas vibracionais com Tabela 5, € possivel concluir que as
bandas vibracionais em 650 e 580 cm, correspondem ao Fe-O, indicando que a
sintese foi satisfatéria. A diminuicdo da intensidade da banda em 1352-1093 sugere
que a ligacdo do 6xido de ferro com a superficie do OG possa estar ocorrendo via

interacdes com 0s grupos epoxi.

4.3 Caracterizacbes da sintese do 6xido de grafeno magnético fluorescente
(OGMF)

Sabendo que o 6xido de grafeno pode ser facilmente funcionalizado, introduziu-
se a propriedade de fluorescéncia no OGM ancorando a fluoresceina o-metacrilato
(FMA) na superficie, pelo processo de polimerizacdo na presenca de radicais livres.
Para isso, foi utilizado o &cido acrilico (AA), bissulfito de so6dio e o persulfato de

amonio.30.35

O &cido acrilico foi adicionado a dispersédo coloidal de OGM em H20/NH4OH,
com pH proximo a 9, proporcionando reacfes de esterificacdo do grupo acido
carboxilico do AA com os grupos hidroxil e ep6xi presentes no OGM, representadas

pelas equacbes quimicas abaixo.

O\ o
R —OH + C—C=C -> l
OH 7 R—O—C—C=cC
0 O\ o)
/\ + c—Cc=Cc > I
R—R OH 7 HO—R—R—0—C—C=C

Uma representacdo ilustrativa das fases do produto durante a sintese é

apresentada na Figura 25.
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Figura 25 - Representacdo da sintese da funcionalizacdo do OGM com &cido acrilico.

@ Carboxil @ Epoxi @ Hidroxii @ Fe,O, @ Acido acrilico

® e

lo

Acido acrilico OGM

D) Esterificagéo

Fonte: Autor

O persulfato de aménio € utilizado como iniciador de polimerizacdo. Em pH
neutro e alcalino ele produz dois radicais livres por molécula. Contudo, para ocorrer
a cisdo homolitica das ligac6es entre os atomos € necessdria energia térmica. O
bissulfito de sodio foi empregado como catalisador, pois ele rompe as ligacdes pela
transferéncia de elétrons, diminui a energia de ativacdo permitindo trabalhar com

faixa de temperatura menores.30:35

Ao adicionar o persulfato de aménio e o bissulfito de s6dio no meio inicia-se o
processo de polimerizacao da fluoresceina e também sua ligacdo com o éxido de
grafeno pela dupla ligagdo do AA presente em sua superficie. As reacdes da

formacdo do radical e polimerizacéo radicalar podem ser observadas abaixo.

e o]
\ 7/
S 0 o] Yo 0
4 \ N/ \ 7/
o] 0O —o0 0 - S + S
\ 7/ 4\ 7\
S 0 Qe o) o)
4\
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o) o) o) o)
\ 7 \ 7
S + R =CH, - S
7\ 7\
O O O O—R —CH,e

Uma representacao ilustrativa do processo de sintese pode ser observada na

Figura 26.

Figura 26 - Representacdo do processo de sintese do OGMF pela funcionalizagdo com a
fluoresceina

@ Carboxil @ Epoxi @ Hidroxil ® Fe;O, @ Acido acrilico @ Fluoresceina

Fluoresceina

OGM com AA

o-metacrilato

E ) Polimerizacéo radicalar

Fonte: Autor

Para verificar o seu carater magnético, um campo magnético com inducao de 0,3
Tesla foi aplicado. Observou-se que houve separacdo do OGMF, porém mais
lentamente se comparado ao OGM. Em seguida, visando a fluorescéncia, uma
radiacdo na regido do ultravioleta/visivel (UV/Vis), foi incidida na amostra, € 0

fendmeno de fluorescéncia na regido do verde foi observado.

Tendo em vista a essas etapas, as Figura 27 A, B e C ilustram a dispersao de
OGMF, OGMF sobre o efeito de um campo magnético e 0 OGMF sendo incidido por

radiacéo UV, respectivamente.
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Figura 27 - Disperséo coloidal de OGMF em H>O/NH,OH (pH=9) A) sem, B) com campo
magnético e C) sob luz UV.

Fonte: Autor

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura

A amostra de OGMF foi caracterizada morfologicamente por FEG-MEV. As
micrografias comparativas de OGM e OGMF estdo apresentadas na Figura 28 -
Micrografias tratadas do OGM e OGMF.Figura 28.

Figura 28 - Micrografias tratadas do OGM e OGMF.

Fonte: Autor
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Comparando as Figura 28 A e B correspondentes ao OGM e OGMF, néo foi
possivel notar grandes diferencas na morfologia da amostra. Ambas apresentaram
pequenas esferas, relacionadas as nanoparticulas de oxido de ferro, dispersas nas
folhas do OGP.%0:51

4.3.2 Diametro hidrodinamico

Na Figura 29 observa-se a distribuicdo de tamanho médio de OGMF

sintetizado, a qual foi obtida analogamente a se¢éao 4.2.1.

Figura 29 - Distribuicdo do tamanho médio do OGMF
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Fonte: Autor

Os tamanhos médios do OGMF obtidos foram de 142 e 5560 nm. Ao
comparar estes valores ao OGM percebe-se que sdo semelhantes, sugerindo que a
modificacdo da superficie de OGM com FMA né&o alterou a morfologia e tamanho de

particulas e folhas de grafeno.
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4.3.3 Potencial zeta

Na Figura 30 observa-se a curva de potencial Zeta versus pH para amostra

OGMF, a qual foi obtida de forma analoga sec¢éo 4.1.3.

Figura 30 - Curva de potencial Zeta versus pH para amostra OGMF
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Fonte: Autor

Esperava-se que com a presenca do &cido acrilico e da fluoresceina e,
consequentemente, o aumento de grupos carboxilicos, houvesse maior variacdo do
potencial zeta.>® Contudo o perfil continuou 0 mesmo do OGM, com ponto isoelétrico
em pH 2,8, provavelmente por quantidade maior de nanoparticulas a estas

substéancias, fazendo com que elas causem maior influéncia na regiao interfacial.

4.3.4 Espectroscopia Raman

Assim como feitos para as outras amostras, 0 mapeamento estrutural do
OGMF foi feito empregando a espectroscopia Raman. Através dessa técnica e

aplicando o tratamento espectral denominado deconvolucao, foi possivel calcular os
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parametros Ipo/lc € wo/wes que denotam o grau de desordem e quantidade de defeitos

estruturais, respectivamente. Tendo em vista isso, a Figura 31 apresenta o espectro

Raman obtido para o OGMF.

Figura 31 - Espectro Raman do OGMF.
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Fonte: Autor

Assim como anteriormente, foram observadas as bandas D e G dos materiais

carbonicos, referentes ao 6xido de grafeno presente.

Visando obter as relagdes de Io/lc e mp/me foi utilizada o tratamento espectral

de deconvolucao, o qual esté ilustrado na Figura 32.
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Figura 32 - Deconvolugéo do espectro de Raman do OGMF.
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Fonte: Autor

A deconvolucdo aplicada nos espectros Raman originou as bandas D1 e G
observadas na Figura 32. Os valores obtidos nos parametros para o OGM estao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores de Ip/lg € wp/oec do OGM e OGP.

Amostra In/lc
OGM 2,83 1,34
OGMF 2,61 3,01

O OGMF apresentou valores de Ip/lc proximos ao OGM indicando que ambos
possuem defeitos estruturais semelhantes, contudo pelos valores de @o/®ws, 0

OGMF apresentou aumento no grau de desordem no interior da estrutura

provavelmente causado pela inser¢éo do AA e da FMA.
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4.3.5 Espectroscopia na regiao UV-Vis e fluorescéncia

Para melhor entendimento e visualizacdo do fendmeno de fluorescéncia, os
resultados obtidos para a técnica de UV-Vis bem como a técnica de fluorimetria,
foram condensados. E importante ressaltar, que ambas apresentam como principio
da técnica a absorcdo da energia radiante e posterior emissdo de parte dessa

radiacédo.>*

Sendo assim, os resultados obtidos para o UV-Vis e Fluorimetria estao

apresentados nas Figura 33 e 34 respectivamente.

Figura 33 - Espectro de UV-Vis da amostra OGMF.
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Fonte: Autor
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Figura 34 - Fluorescéncia espectros (Aex = 475 nm) do OG, FMA e OGMF
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Fonte: Autor

Segundo a Figura 33, o OGMF exibe uma banda distinta de absor¢cdo a 486
nm, tipica da FMA e consequentemente uma forte emissdo na regido do verde em

514 nm. Essa emissao € originada da transigdo m— 1*.%*

Porém, de acordo com a Figura 34, através de uma excitacdo em 475 nm,
uma banda relativa a fluorescéncia para FMA e OGMF é observado em 527 cm.
Dessa forma, compreende-se que mesmo apés a funcionalizacdo de OGM com

FMA, a fluorescéncia nao é prejudicada.

4.3.6 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Para avaliar a presenca de moléculas na superficie do OGMF e
paralelamente, comparar com as moléculas presentes em OGM, empregou-se a
técnica de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier.

A Figura 35 ilustra os resultados adquiridos para as amostras de OGM e OGMF.



Figura 35 - Espectros na regido do Infravermelho do OGMF e OGM.

Fonte: Autor
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Tabela 7 - Atribuicdo das principais bandas de transmissdo dos espectros na regido do
infravermelho do OGM e OGMF

Bandas de absorcéao

Atribuicéo Amostras
(cm™)
-OH (4gua) v
3700-3000 OGM, OGMF

-C-H (Aromatico) Vas
-C-H Vs ~2920 OoGM
-C-H Vas ~2850 OGM
-C=0 (carbonil) v 1800-1670 OGM
-C-O (ion caboxilato) Vas 1635 OGMF
-C=C (aromatico) Vv ~1590 OGM, OGMF
-C-O (ion caboxilato) Vs 1404 OGM, OGMF
-C-O-C- (epoxi) v 1352-1093 OGM, OGMF
-C-H (substituido Ys

. 900-730 OGM
aromatico)
Fe-O v 680-516 OGM
-C-O-C Y ~580 OGM, OGMF

v : estiramento; &: deformagao no plano; y: deformagao fora do plano; s: simétrica; as: assimétrica

Fonte: Socrates 9

Analisando a Figura 35, as bandas 3700-3000, 1590, 1404 e 1352-1093 cmY,
sdo observadas para o OGM e o OGMF. J& as bandas 2920, 2850, 1800-1670, 900-

730, 680-516 cm™ sdo notadas apenas para o OGM, e a bandas 1635 cm™ para o

OGMF.
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A partir disso, correlacionando com as atribuicbes dadas na Tabela 7, é possivel
notar a presenca do estiramento assimétrico do ion carboxilato, proveniente do AA

na amostra de OGMF, demonstrando sua funcionalizacao.

Apesar da existéncia da FMA e das nanoparticulas de o6xido de ferro na
superficie no OGMF, j& observados por outros métodos, ndo foram presenciados

nesta caracterizagao.

4.4 Caracterizacbes da sintese do 6xido de grafeno magnético fluorescente

com fotossensibilizador (OGMFV)

O 6xido de grafeno possui grupos hidroxil em sua superficie e o Verteporfin um
grupo éster, dessa forma para funcionalizar o OGMF foi feita uma reacdo de

transesterificacéo, a qual pode ser observada abaixo.31-33

o) o)

R O R @]

A Figura 36 apresenta uma representacao da transesterificacdo do OGMF
com o verteporfin. O produto desta reacdo é a representacao da folha do 6xido de

grafeno final.
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Figura 36 - Representacdo da sintese por transesterificacdo do OGMF com o verteporfin

@ Carboxil @ Epoxi @ Hidroxil ® Fe;0, @ Acido acrilico @ Fluoresceina @ Verteporfin

Verteporfin OGMF
F ) Transesterificagdo

Fonte: Autor

O carater magnético do OGMFYV foi verificado, aplicando um campo magnético
com inducao de 0,3 Tesla. A separacdo do material ocorreu de forma semelhante ao
OGMF, e pode ser observada na Figura 37B.

Para certificar que o fenbmeno de fluorescéncia se manteve, foi incidida uma
radiacdo na regido do ultravioleta/visivel (UV/Vis) na amostra, e esta apresentou a
coloracdo verde caracteristica da fluoresceina o-metacrilato, conforme ilustrado na
Figura 37C.

Figura 37 - Dispersao coloidal de OGMFV em H20/NH40H (pH=9) A) sem, B) com campo
magnético e C) sob luz UV

Fonte: Autor
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4.4.1 Diametro hidrodinamico

O OGMFV sintetizado também foi caracterizado por espalhamento dinamico
de luz, para analisar sua distribuicdo de tamanho médio aproximado conforme a

secdo 4.2.1. Os valores obtidos podem ser observados na Figura 38.

Figura 38 - Distribuicdo do tamanho médio do OGMFV

OGMFV
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Fonte: Autor

Os tamanhos médios do OGMFV obtidos foram semelhantes ao OGM e ao
OGMF com valores de 142 e 5560 nm.

4.4.2 Potencial zeta

O OGMFV, conforme descrito na secéo 4.2.1, também foi caracterizado por

Potencial Zeta. Na Figura 39 observa-se os valores obtidos.
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Figura 39 - Curva de potencial Zeta versus pH para amostra OGMFV
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Fonte: Autor

A presenca do verteporfin alterou o perfil da curva de potencial zeta do
material, aumentando o pH do ponto isoelétrico de 2,8 para 3,3. Isso se deve a
diminuicdo de grupos carboxilicos com a funcionalizacdo do OGMF com esta

substéancia, o qual alterou a carga de superficie do OGMF.

4.4.3 Espectroscopia na regiao UV-Vis

A técnica de UV-Vis foi utilizada para certificar que a fluorescéncia do material
se manteve. Sendo assim, os resultados obtidos para o UV-Vis esta apresentado na
Figura 40.
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Figura 40 - Espectro de UV-Vis da amostra OGMFV.
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Fonte: Autor

O perfil do espectro UV-Vis obtido anteriormente na amostra OGMF

permaneceu semelhante no OGMFV, com as bandas do 6xido de grafeno e FMA

presentes.*854

4.4.4 Espectroscopia na regido do infravermelho

Para avaliar a presenca do verteporfin na superficie do material empregou-se
a técnica de espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier
e foram comparados os espectros da amostra OGMF e OGMFV. A Figura 41 ilustra

os resultados adquiridos para ambas as amostras.



Figura 41 - Espectros na regido do Infravermelho do OGMFV e OGMF.

Fonte: Autor
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Tabela 8 - Atribuicdo das principais bandas de transmissdo dos espectros na regido do
infravermelho do OGMF e OGMFV

N Bandas de
Atribuicéo Amostras

absorcéo (cm™)

-OH (4gua) v

3700-3000 OGMF, OGMFV
-C-H (Aromatico) Vas
-C-H Vs ~2920 OGMF, OGMFV
-C=N \% ~2130 OGMFV
-C=0 (carbonil) Vv 1800-1670 OGMF, OGMFV
-C-O (ion caboxilato) Vas 1635 OGMF, OGMFV
-C=C (aromatico) Vv ~1590 OGMF, OGMFV
-C-O (ion caboxilato) Vs 1404 OGMF, OGMFV
-C-O-C- (epdxi) v 1352-1093 OGMF, OGMFV
-C-H(substituido aromatico) Ys 900-730 OGMF, OGMFV
Fe-O v 680-516 OGMF, OGMFV
-C-0-C Y ~580 OGMF, OGMFV

v : estiramento; &: deformagao no plano; y: deformagao fora do plano; s: simétrica; as: assimétrica

Fonte: Socrates 9

Analisando a Figura 41, as bandas 3700-3000, 2920, 1800-1670, 1635,1590,
1404, 1352-1093, 900-730 e 680-516 cm-1, sdo observadas em ambas as amostras,
porém com diferencas nas intensidades. A diferenca entre as amostras apareceu na

banda em 2130 cm-1 presente apenas na amostra OGMFV.



69

A partir da correlagdo da banda em 2130 cm™ com Tabela 8, é possivel notar a
presenca do estiramento C=N proveniente do verteporfin na amostra de OGMF,

demonstrando sua funcionalizacéo.
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5 CONCLUSOES

As rotas propostas, com base no estudo da literatura de métodos de sintese do
oxido de grafeno, nanoparticulas de Oxido de ferro magnéticas, ancoragem de
polimeros e transesterificacdo, possibilitaram a obtencdo de nano estruturas de
oxido de grafeno magnético fluorescente com fotossenssibilizador.

O processo de sintese de Hummers modificado removendo NaNOs da reacao se
mostrou possivel através dos perfis dos espectros de Raman e UV/Vis. Na regido do
infravermelho, a oxidacdo da amostra foi observada pela presenca dos grupos
carbonil, epoxi e hidroxil, evidenciados também nas curvas termogravimétricas. A
interacdo entre os grupos funcionais pode ser observada na micrografia eletrénica
de varredura através das rugas e dobras em sua superficie. Sua estrutura foi

confirmada pelo difratograma de raios X com um pico proximo a 11°.

O método de coprecipitacdo para inserir as nanoparticulas no éxido de grafeno
também se mostrou satisfatoria. Nas micrografias feitas por FEG-MEV, a presenca
de OGP juntamente com o FesOs foi observada. Para confirmar esse dado,
caracterizagfes por DRX, espectroscopia de IV mostraram perfis da presenca do
oxido de ferro magnético. Contudo, ainda através da técnica de IV, juntamente com
0s espectros Raman, OG foi identificado de acordo com as bandas atribuidas.

A funcionalizacdo com a FMA no OGM, para formar o OGMF, foi observada pela
deteccdo de fluorescéncia nas técnicas de UV/Vis e fluorimetria. Na técnica de IV
apenas foi possivel observar a presenca do AA.

Ao final, por espectroscopia na regido do IV pode-se verificar a funcionalizagéo
do OGMF com o verteporfin pela presenca da banda de C-N em 2130 cm-2.

A sequéncia de sinteses desenvolvidas neste trabalho possibilitou a obtencéo de
um material com potencialidade terandstica multifuncional com propriedades

advindas do oxido de grafeno magnético modificado para aplicacdes em TFT e TFD.
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PERSPECTIVAS

A fim de aprimorar o trabalho tem-se como perspectiva realizar estudos de
fotoluminescéncia, fotoaquecimento e formacéo de singletos e tripletos de oxigénio.
Realizar ensaios para verificar a citotoxidade dos produtos obtidos, além de testes in

vitro e in vivo para validagéo dos sistemas obtidos.
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