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RESUMO

Novos materiais com geometria bidimensional (2D) que apresentem fluorescéncia molecular
modular sdo sistemas de interesse tanto em estudos fundamentais bem como em aplicagdes em
foto-catalise ou sensores de fluorescéncia molecular. Neste trabalho, 6xido de grafeno (GO),
material 2D proveniente do grafite, foi obtido através do método de Hummer, e usado como
precursor para obtencdo de GO modificado perifericamente com inclusdo de grupo
benzimidazol substituido, denominado de GOK. Ambos os materiais foram investigados por
microscopia de emissdao confocal e de campo largo em alta resolugdo, além de microscopia
RAMAN e TEM para a caracterizagao de suas propriedades no nivel de particula unica 2D
micrométrica. Este novo material denominado de GOK apresentou propriedades fluorescentes
distintas do GO, a destacar seu alto rendimento de emissdo e localiza¢do periférica da
fluorescéncia como resultado da modificagdo quimica obtida.

Palavras-chave: Fluorescéncia. Oxido de grafeno. Oxido de grafeno modificado. Microscopia
confocal. Microscopia campo largo. TIRF. Reagdo Organica.



ABSTRACT

New materials with bidimensional geometry (2D) that present modulated molecular
fluorescence are systems of great interest in fundamental studies as well as in applications such
as photo-catalysis or sensors of molecular fluorescence. In this work, graphene oxide (GO), a
2D material coming from graphite, was obtained by Hummer's method, and used as a precursor
for the synthesis of peripherally modified GO with the introduction of substituted
benzimidazole, denominated as GOK. Both materials were investigated by confocal emission
microscopy and widefield TIRF in high resolution, in addition to RAMAN microscopy and
TEM for characterization of their proprieties in single 2D micrometer particle level. This new
material denominated GOK presented distinguished fluorescence proprieties compared to GO,
with high yield of emission and peripheral localization of fluorescence as a result of the
chemical derivatization.

Keywords: Fluorescence. Graphene oxide. Funcionalized graphene oxide. Confocal
microscopy. Widefield microscopy. TIRF. Organic Reaction



Lista de figuras

Figura 1: Modelos estruturais do GO ao decorrer dos anos. Adaptado da Ref.: Dreyer et al.,
2014

Figura 2: Modelo de Lerf-Klinoski. (DREYER et al., 2010)

Figura 3: Novo modelo estrutural do GO com todos os grupos funcionais descoberto até 2023
(adaptado de (Brisebois & Siaj, 2020)).

Figura 4: Imagem TEM com resolugdo quase atdmica de um, flake de GO. A barra representa
2 nm. A direita, defeitos de ponto sdo representados em azul, 4reas grafiticas em amarelo, e
regides distorcidas, indicando a presen¢a de grupos funcionais oxigenadas, em vermelho
(ERICKSON et al., 2010).

Figura 5: Imagem TEM de uma monocamada de GO. A barra de escala representas 2nm. A
expansio (a) mostra uma area de de 1 nm? regido oxidada ampliada do material, e uma proposta
atdmica estrutural desta regido. A expansdo (B) concentra-se na mancha branca na regido
grafitica. As figuras de esferas e bastdo abaixo das imagens de microscopia representam a
estrutura atdmica proposta para tais funcionalidade. Expansao (c) mostra uma porg¢ao grafitica
de 1 nm? da porgdo grafitica do GO desta regido (ERICKSON et al., 2010).

Figura 6: Mecanismo proposto para a formagao de carbonos radicais no GO pela adicao de
radicais hidroxidos (YANG et al., 2014).

Figura 7: Ilustragdo para a conversdo de grafite bulk em GO. As trés etapas representam a
formagao de dois produtos intermediarios (GIC estagio-1 e PGO) e o produto final sendo o GO.
As linhas pretas continuas representam camadas de grafeno; linhas pretas pontilhadas
representam monocamadas de GO; linhas azuis largas representam intercalante H>SO4/HSO4;
linhas largas roxas representam uma mistura do intercalante H2SO4/HSO4™ misturado com a
forma reduzida do agente oxidante (DIMIEV; TOUR, 2014).

Figura 8: Exemplos de diversas reagdes catalisadas por GO (adaptado da referéncia (Dreyer et
al., 2014)).

Figura 9: Banda proibida da estrutura obtida pelo grupo (SHANG et al., 2012)
Figura 10: Niveis de energia quasi-molecular dos orbitais do GO.

Figura 11: Equipamentos de microscopia de Fluorescéncia construidos no LFM: A) Lasers
utilizados durante o trabalho, € ao fundo, microscopio confocal com linhas de laser de 405 nm,
473 nm, 532 nm CW e 473 nm Omicron e 633 nm Hammamatsu pulsados (100 os FWHM),
resolucao em passo de 20nm e dois detectores pontuais APD; capacidade de analise de espectro
de emissdo e decaimentos em os. B) Microscopio de campo largo (widefield) com linhas para
trés lasers (Verdi 532 nm, Cobolt/Omicron 473 nm, Cube 405 nm), resolucdo espacial de
100nm/pixel em imagens de 512x512 pixels, com camera EMCCD Evolve 512 — Photometrics
acoplado na lateral.

Figura 12: Detalhes do microscopio confocal construido com multiplas capacidades. Linha
confocal com dois detectores pontuais tipo APD, IX71 com Piezoelétrico PI, e saida lateral para
medidas espectrais.

Figura 13: Espectro UV-Vis do GO.



Figura 14: Espectro FTIR-ATR do GO.

Figura 15: Raman obtido com comprimento de onda de excitacdo de 633nm (a) foto do flake
de GO selecionado para obter espectro, a barra de dimensdo representa 5 micrometros. (b)
espectro Raman do ponto do flake obtido de GO.

Figura 16: XRD dos materiais grafite malha 140 (azul) e GO (preto).

Figura 17: Imagem TEM de um flake de GO, focado na borda do material. A barra indica uma
distancia de 100 nm.

Figura 18: Imagens confocal (a,c) de um flake de GO analisado em 405 nm com 15 mW de
poténcia e filtro de 500nm, para reduzir sinais de espalhamento, imagens obtidas utilizando area
de varredura de 40000x40000nm e uma resolugdo de 300x300 pixels, utilizando Z inicial de
150 nm. A barra corresponde a 10 um de tamanho. Imagens (b,d) sdo fotos dos flakes utilizando
camera modelo DCC1240C.

Figura 19: Mapeamento 3D da fluorescéncia do GO utilizando Origin. A) Flake A da figura 18.
B) Flake B da Figura 18.

Figura 20: Confocal de GO utilizando laser 473 com 15 mW de poténcia e dicrdico 473 + 532
nm, sem filtro de 500nm. Area de varredura de 40000x40000nm ¢ resolucio de 200x200 pixels.

Figura 21: Mapeamento 3D da fluorescéncia dos Gos da figura 19 utilizando o Origin.

Figura 22: Espectro do GO utilizando laser Cube 405 nm, com poténcia de 20 mW, no software
Spectra-Suite com tempo de aquisi¢ao 600 ms e 10 scans. A imagem apresenta 19 espectros que
foram somados para obter uma média, com 150 pontos de smooth, utilizando o software Origin.

Figura 23: Decaimento do GO utilizando o software Fast. Decaimento biexponencial.

Figura 24: Imagens SOFI (Stochastic Optical Fluctuation Image) de segunda ordem obtida pelo
software Igor de 6 flakes diferentes, obtidas com laser Cube 405 nm, poténcia nominal de 20
mW, area de varredura de 300x300 pixels, com aumento 1,6x por 7ms de tempo de aquisigao.
Barra de tamanho varia conforme flake.

Figura 25: Espectro UV-Vis de GOK.
Figura 26: Espectro FTIR-ATR de GOK.
Figura 27: Espectro de emissdo médio de diferentes flakes de GOK em 405 nm.

Figura 28: Informagdes sobre moléculas que estdo presentes no GOK. a) Estrutura do (4-(1H-
fenantrol[9,10-d]imidazol-2-il)benzoaldeido) b) Estrutura do (E)-2-(4-(1H-fenantrol[9,10-
d]imidazol-2-il)benzildieno) de metila. C) Espectro de emissdao do (4-(1H-fenantrol[9,10-
d]imidazol-2-il)benzoaldeido). D) Espectro de emissdo do (E)-2-(4-(1H-fenantrol[9,10-
d]imidazol-2-il)benzildieno) de metila (Gehlen et al., 2020).

Figura 29: XRD do GOK.

Figura 30: Imagem TEM em modo brightfield de dois flakes de GOK. A barra representa uma
distancia de 20 nm.



Figura 31: Espectro Raman de GOK. Obtido em 633nm.

Figura 32: Imagens confocal de 4 flakes de GOK obtidas com laser 405 nm com poténcia
nominal 15 mW, com uma area de varredura de 40000x40000 nm, e resolucao de 200x200
pixels.

Figura 33: Mapeamento 3D de fluorescéncia de flakes de GOK, com maior emissdao na borda
do material.

Figura 34: Decaimento do GOK utilizando o software Fast. Decaimento biexponencial.

Figura 35: Decaimento de dois flakes de GOK.

Figura 36: SOFI de segunda ordem de GOK utilizando excitagdo em 405 nm, com tempo de
aquisi¢cdo de 7ms, com aumento de 1,6X e resolucao de 300x300 pixels.



Lista de siglas e abreviamentos

ATR - Reflectancia Total Atenuada

BHT - Hidroxitolueno butilado

CB - Banda de condugao

CGO - GO apos a adicao de agua no mecanismo

CP - Cross-polarization

CS — Quitosana

DA - Diels-Alder

DCC - 1,3-diciclohexilcarbodimida

DDAT - Acido S-1-dodecil-S’-(a,0’-dimetil-a”’-acético)tritianocarbonato
DMDA - Dimetil-N,N-acetamida dimetil acetato

DP - Pulso direto

EDC - Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

EPR - Ressondncia Paramagnética Nuclear

GO — Oxido de grafeno

GO-BR - Oxido de grafeno proveniente do método de Brodie
GO-HO - Oxido de grafeno proveniente do método de Hofmann
GO-HU - Oxido de grafeno proveniente do método de Hummer
GO-malononitrila — Oxido de grafeno funcionalizado com malononitrila
GO-ST - Oxido de grafeno proveniente do método de Staudenmaier
GO-Sultona — Oxido de grafeno funcionalizado com sultona
GO-TO - Oxido de grafeno proveniente do método de Tour

GOK - Oxido de grafeno funcionalizado com formagdo de imidazol seguido por reagio de

Knoevenagel.



HRP - Peroxidase de rdbano

H>SO4-GIC - Intermediario de acido sulfurico-composto de intercalacao de grafite
ICT - transferéncia de carga intramolecular

LK - Lerf-Klinowski

MA - Acido malico anidrido

MAS - Fiacdo de angulo magico

NHS - N-hidroxissuccinimida

PGO - Segundo intermediario do mecanismo de formagao do GO
rGO - Forma reduzida do 6xido de grafeno

RMN - Ressonancia magnética nuclear

SOFI - Flutuagao de imagem Optica estocastica

SS-NMR - Ressonancia magnética nuclear em estado solido

FTIR-ATR — Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier com Reflectancia

Total Atenuada

FTIR — Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
TEM - Microscopia eletronica de transmissao

TGA — Andlise termogravimétrica

THF — Tetraidrofurano

TIRF - Fluorescéncia no modo campo largo em reflexdo interna total
VB - Banda de valéncia

XPS - Espectroscopia de fotoelétrons excitados por Raios-X

XRD - Difragao de Raio-X



Lista de simbolos

Aexc - Comprimento de onda de excitagao
Aem - Comprimento de onda de emissao

T1 — tempo de vida da componente mais rapida
T2 — Tempo de vida da segunda componente
B1 — Peso do primeiro tempo de vida

B> — Peso do segundo tempo de vida



Sumario

T8 (04 10 et 1o TP TP 1
ESErUTUIE 00 GO ..ttt ettt st et et e bt e be e s be e st e et e e beenbeesneesaneeaee 2
Propriedades fisicas e quimicas do 0xido de grafeno..........ccoceeveevireeneninieneneeeeee e 11
Mecanismo de formacao do GO......ooiiiiiiiiiiiiiiiesie et ettt 12
Funcionalizagoes dO GO ......ccocuiiiiiiiiiie ettt e e e tte e e e et e e e e ebt e e e e sbtaeeesrraeeeeans 13
N oI ={ U o Yo or= 14 o To ) 4] [ ol LR 13
INOS SIUPOS AICOOTS .envveirirtieiieitiesite ettt ettt e bt e sbeesbee st e sabeebeesbeesbeesmeeenteeseenreens 15
NOS ZIUPOS EPOXIAOS ..eenvireeeieriieiesie ettt sttt ssee bt st e e e bt sae e b e sre e resreemeene s 15
Propriedades CatalitiCas ........cecereeeeririeierieeeeste ettt sttt 15
FIuorescencia dO GO ......ooviiiiiiiieieiee ettt st sttt sae e s e 17
ODJETIVOS -euveenteerueeriteete et e st e st e bt et e bt e s bt e s bt e satesateeabe e beesbeesaeeeueeeabe e bt e sbeeabeesaeeeabeenbeenbeesbeesaeenane 19
Materiais € IMELOAOS ...eueiueieiieieertie sttt ettt ettt e b e s be e sae e sat e et e et e e sbeesaeesanesareeane 19
Preparaco da amMOSITA......coueeieriirieriereetesi ettt s e e 19
MicCTOSCOPIA CONFOCAL....cuviiieiiiirieite ettt sb et sr e et ee e 20
Microscopia widefield em TIRF ........cccooiiiiiiiiii e e 21
SINEESE AO GO ittt sttt be e she e st st e b e b e naeas 23
SINLESE O GOK ...ttt et sttt st e st e e sbe e s bt e satesabeebeenaeesaeas 23
ReESUItAdOS © DISCUSSAO veeuveeuieriiiriieiieiieesieesiee st st st et e st e satesateesbeesbeesbeesaeesatesateenteesseesanesasesane 23
[ J 23
Caracterizagao dO GO ......oiiuiiiiiiiieie ettt st st st bbb 23
MicTOSCOPIA AO GO ettt et 28
GOK ettt h et b e a et s bt et e st e bt et h e e s b e bt e a e et sh e et e nheebe et nhe et e 33
Caracterizagd0 do GOK .......ocoiiiiiiiiiieciee ettt e re e e be e s re e stee e baeeeabaeeennes 33
Microscopia do GOK .....ocuiiiiiiiiiiiiee et e 38

(60e] 0 Tol (V1Yo ] LSO OO PP PR UROP 43

LY (=] (=] A Lol T= L3RR 44



Introducao

Dentro dos materiais do tipo grafeno encontra-se o 6xido de grafeno. A preparagao
de oxido de grafite data desde 1859, quando Benjamin Brodie tratou grafite com fortes
oxidantes, com o objetivo de elucidar a estrutura do material. Apos isso, diversos novos
métodos foram surgindo com a intengdo de criar um 6xido de grafeno com melhor
qualidade de material, que ndo gerasse tantos gases toxicos (NO2 e N2Os) € componentes

explosivos (ClO2), provenientes do uso de acido nitrico e clorato de potassio,
respectivamente (BRISEBOIS; SIAJ, 2020; ZAABA et al., 2017).

A sintese do 6xido de grafeno (GO) pelo método de Brodie (1859), ¢ feita pela
mistura de clorato de potassio (KClO3) e acido nitrico fumegante (HNO3) a 60°C por
alguns dias (3-4 dias). O produto obtido (GO-BR) ap6s multiplos tratamentos com
oxidantes (4 a 7), processo de lavagem e secagem mostrou-se uma composicao de
carbono, hidrogénio e oxigénio e sua formula geral foi estimada como sendo C11H40s
(C/O: 2.2) (BRISEBOIS; SIAJ, 2020; ZAABA et al., 2017).

Quase 40 anos depois do experimento de Brodie, Staudenmaier melhorou o
procedimento alterando a forma como o clorato de potéssio ¢ adicionado a reag@o. Passou
a ser adicionado em pequenas por¢des para eliminar o perigo de formagao de subproduto
explosivo. Além disso o 4cido sulfurico foi adicionado em etapas no decorrer da reagao.
Devido a presenca de acido sulfurico uma menor quantidade de acido nitrico fumegante
para a oxidagao era necessaria, evitando assim formagao excessiva de gases toxicos (NO2,
N204). O GO produzido por esse método serd denominado por GO-ST. Em 1937,
Hofmann também desenvolveu uma alternativa segura usando KCIO3 e 4cido nitrico nao
fumegante para preparar GO, aqui denominado (GO-HO) (BRISEBOIS; SIAJ, 2020;
DREYER et al., 2010; DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014; ZAABA ¢t al., 2017).

Quase 100 anos apos o método de Brodie. Os cientistas Hummer e Offeman
desenvolveram o método mais rapido e mais seguro de produzir GO (GO-HU) com
relacdo C/O de 2.25, muito similar ao GO-BR (2.2). O método desenvolvido por eles era
baseado na ac¢do do excesso de permanganato de potéssio, 4cido sulfurico e uma pequena
quantidade de nitrato de sodio sobre o grafite. Esse método ¢ muito mais seguro do que
os métodos a base de clorato por evitar a formagdo do explosivo ClO». Além disso, o
excesso de permanganato de potédssio era neutralizado com uma solucdo diluida de
perdxido de hidrogénio (H20.) para formagao de composto ndo tdxico de sais sulfatos de
manganés e oxigénio gasoso facilmente removivel durante o processo de purificacdo.
Ainda assim, &cido nitrico era gerado in situ no processo de acidificacdo de nitrato de
sodio e alguns gases toxicos (NO2, N2Os) ainda eram produzidos (BRISEBOIS; SIAJ,
2020; ZAABA et al., 2017).

Outro método digno de se notar foi o método de Tour, publicado em 2010, que
aprimorou a preparagdo de GO com alto nivel de oxidagdo utilizando um método de
Hummer modificado. Acido fosforico (H3PO), foi utilizado ao invés no nitrato de sodio
para auxiliar a oxidagdo exfoliativa quimica do grafite e para produzir GO com maior
rendimento. O GO preparado por esse método (GO-TO) tem um grau maior de oxidagao
e possui uma estrutura mais regular, com menos defeitos no seu plano basal comparado
aos métodos GO-BR, GO-ST e GO-HU. Em relacao a estrutura do GO, foram teorizados



diversos modelos diferentes, passando desde Hoffmann até modelos mais atuais
(BRISEBOIS; SIAJ, 2020).

Estrutura do GO

Identificar a estrutura média do GO continua sendo um desafio pois o0 GO deve
ser pensando como uma familia de materiais, ja que ele ndo tem uma composicao fixa
sendo um material ndo estequiométrico. Sua relagcao C/O varia de acordo com o método
de sintese utilizado (DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014). A Tabela 1 apresenta as
diferentes caracteristicas do GO a partir do método de sintese utilizado.

M¢étodo Oxidante Meio de | Relagao Relagao Observagoes
reagao Carbono- In/lc  do
para- espectro
oxigénio Raman
Brodie KCIO3 HNO; 1,17 0,89 -—-
fumegante
Staudenmaier | KCIlO3 HNO;3 + | --- - KCl0O3
H>SO4 adicionado

em etapas ao
invés de uma

unica vez
Hofmann KCIO3 HNO3 nao | 1,15 0,87 -
fumegante
Hummer KMnOs + | H2SOq4 0,84 0,87 Modificagdes
NaNOs3 concentrado podem  ser
realizadas
para excluir a
necessidade
de NaNO;3
Tour KMnOq H>SO4 +10,74 0,85 -—-
H;PO4

Tabela 1: Caracteristicas do GO produzidos pelos diferentes métodos (adaptado da referéncia Dreyer et
al., 2014).

Diversos modelos de GO foram sugeridos, representados na figura 1, porém por
muito tempo o modelo mais aceito foi o do Lerf-Klinowski, Figura 2 (Dreyer et al., 2010).
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Figura 2: Modelo de Lerf-Klinoski. (DREYER et al., 2010).

Apbs diversos estudos sobre a estrutura do GO, chegou-se a conclusdo que o
modelo de Lerf Klinowski ndo ¢ o mais completo, devido a falta de diversos grupos
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funcionais. O modelo mais completo e aceito atualmente estd representado na Figura 3, e

sera discutido a diante.

1996 -1998 -

A - Ligagdo Dupla

B - Entidade Aromatica

C - Epoxido (C-O-C; 1-2 éter)

D - Hidroxila (C-OH; 2 tipos)

E - Acido Carboxilico (OH-C=0 ou sal)
2005-2006 -

F - Cetona

G - Carbonato organico (C-O-COH)
H - Fenol

I - Quinona

OH

2009 -

J - Lactol (5)

K - Lactol (6)

L - Ester Carbonilico

2010 -

(OM - Defeito De Ponto
2012 -
N - Organossulfato (C-O-SO;H)
2014 -

® O - Carbono Radical Pi-Conjugado
2016 -
P - But-1,3-dieno

O Q - Ligacdo C-H Implicita

Figura 3: Novo modelo estrutural do GO com todos os grupos funcionais descoberto até 2023 (adaptado

de (Brisebois & Siaj, 2020)).

O modelo que consta com maiores observagdes experimentais sobre GO
preparado com permanganato de potdssio como oxidante foi proposto por Lerf-Klinowski
(LK) no final dos anos 1990. Usando majoritariamente ressonancia magnética nuclear em



estado solido de carbono-13 e hidrogénio-1, FTIR e derivacao quimica de 6xido de grafite
com reagentes com conhecidos mecanismos de reagdo, LK concluiu que hé duas regides
no GO: regides com anéis de seis membros alifaticas e regides aromaticas com anéis de
benzeno nao oxidados. A relagdo das duas regides depende do grau de oxidagdo do
material (BRISEBOIS; SIAJ, 2020).

Como representado na figura 2 o composto ¢ constituido majoritariamente de
ligagdes duplas (A), entidades aromaticas (B) e grupos epoxidos (C) que torna o plano
basal quase bidimensional, apenas atomos de carbonos ligados a grupos hidroxilas
apresentam uma leve configuragdo tetraédrica. As fungdes oxo estdo abaixo e acima do
plano basal, formando uma camada de 4tomos de oxigénio de concentragdes variaveis
com um grande nimero de grupos epodxidos (1,2 éter) (C) e C-OH (D,D’,D’’) muitos
proximos um do outro (BRISEBOIS; SIAJ, 2020).

A distribuicdo dos grupos funcionais nos anéis aromadticos oxidados ndo ¢
necessariamente idéntica, e tanto os anéis oxidados e entidades aromaticas sdo
distribuidas aleatoriamente. A estrutura do GO termina em grupos C-OH (D’) e COOH
(E), o que também pode explicar a acidez do composto. Experimentos mais recentes
baseados na deriva¢do quimica usando rearranjo do tipo Claisen também foi utilizada
para provar a presenca de alcoois alilicos (D’’) na superficie do 6xido de grafite
(BRISEBOIS; SIAJ, 2020).

Outros importantes aspectos de GO foram descritos por Dékany et al. que
identificaram, sem duvidas, a presenca de outros grupos oxo como, por exemplo, cetona
(F), carbonatos organicos (G), fenol (H) e quinonas (I). Em seu artigo original, Dékéany
et al. propuseram uma versao modificada do modelo de Scholtz-Boehm para suas novas
observagdes. Importante ressaltar que em seu trabalho, o GO foi preparado utilizando um
método diferente (oxidagdo com clorato de potassio), e por tanto, tinha composi¢ao
quimica diferente. Ambos os modelos sdo plausiveis, mas o de Dékany ¢ mais especifico
para GO com alto nivel de oxidacdo, enquanto o de LK ¢ mais geral e compativel com a
maioria dos tipos de GO (BRISEBOIS; SIAJ, 2020).

O espectro de ressonancia magnética nuclear de Carbono-13 do GO, apresenta
baixa relagdo de sinal/ruido, que pode explicar porque LK, nos anos 1990, ndo detectaram
explicitamente a presenca de constituintes em menor quantidade como cetonas e endis
(BRISEBOIS; SIAJ, 2020). Nesse contexto, € plausivel incluir ambos (F, D”’) no modelo
para terminacdo de GO (BRISEBOIS; SIAJ, 2020).

Além disso, Cai et al. nio observaram ‘cross peaks’ entre '*C-sp? (129 ppm) e seus
outros componentes em 169 ppm e 193 ppm ('*COOH, *C=0), respectivamente. Esses
resultados implicam que grupos carboxilas (E) e carbonilas (F) estdo separados
espacialmente de uma quantidade maior de 4atomos de carbono atribuidos a
funcionalidade (A, C, D) encontrados na superficie. Por tanto, na figura 3, grupos acidos
carboxilico (E) e cetona (F) estdo localizados na periferia do material, encerrando a borda
do flake ou defeito de ponto (M). Importantes entendimentos sobre a estrutura do GO
foram revelados também por Gao et al. Baseado em Ressonancia Magnética nuclear de
estado solido eles conseguiram identificar a presenca de outros grupos em menor
quantidade: carbonos ndo protonados em torno de 100 ppm. De acordo com eles:
“provavelmente anéis lactol de cinco (5)- e seis (6) membros (J, K), junto da periferia
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sdo as estruturas mais provaveis responsaveis por esse sinal no GO.” (traducao livre de
(BRISEBOIS; SIAJ, 2020)).

Cai et al. também foram capazes de identificar sinais de éster (L) em 167 ppm.
Eles explicam suas origens da presenca de inimeros alcoois terciarios em GO que permite
a possibilidade de alguns dele de reagir com acidos carboxilicos proximos para formar
grupos éster na periferia, tanto na mesma camada de GO ou na camada vizinha. A
estrutura de GO nao ¢ completamente compreendida, e o modelo geral de LK deveria ser
atualizado com as novas descobertas, até entdo, desconhecidas na época como defeitos
de ponto (M), éster sulfato (N), carbonos radicais n-conjugados (O), implicita ligacdo C-
H (P) e sistemas 1,3 butadieno (Q), que descreveriam melhor sua reatividade quimica
(BRISEBOQIS; SIAJ, 2020).

Ha defeitos no GO, também chamado de defeitos de ponto (M), que ¢ explicado
devido a liberagdo de CO e CO; durante o processo de oxidagdo. Isso foi observado
utilizando TEM de resolucao quase atdmica, esses experimentos demonstraram que o GO
ndo possui apenas duas regides (grafiticas e regides oxidadas), com LK descreveu, mas
também buracos abaixo de 5 nm? encontradas ao longo do flake do GO (Figura 4 e 5)
(BRISEBOIS; SIAJ, 2020; ERICKSON et al., 2010).

No estudo conduzido por Erickson et. al, foram analisadas imagem de TEM com
resolugdo quase atomica de GO sintetizado pelo método de Hummer modificado e GO
reduzido por anelamento (ERICKSON et al., 2010). As regides em azul apresentam
defeitos de ponto, as em amarelo regides grafiticas, e em vermelho regides em alto
contraste desordenada, ou seja, alto nivel de oxidacdo. As areas azuis, amarelas e
vermelhas indicam regides com area de 2%, 16%, e 82 %, respectivamente da Figura 4.
Foi possivel estabelecer a estrutura atdmica de algumas regides do GO selecionada pelo
grupo de Erickson, sendo possivel observar regides altamente oxidadas, regides com
menos grupos oxigenados e regides grafiticas, ou seja, sem a presenca de atomos de
carbono hibridizados em sp?, todos em sp?, como apresentado na Figura 5. Essa Figura
apresenta uma imagem TEM de uma monocamada de GO. Em (a), a expansdo mostra, da
esquerda para a direita, uma 4rea de de 1 nm? regidio oxidada ampliada do material, entio
¢ possivel uma proposta atomica estrutural desta regido com atomos de carbono em cinza
e atomos de oxigénio em vermelho, e finalmente a média de uma imagem TEM simulada
da estrutura proposta e uma imagem TEM simulada de outra estrutura onde a posicao de
funcionalidade oxidativas foram alteradas. A expansao (B) concentra-se na mancha
branca na regido grafitica.



Figura 4: Imagem TEM com resolucdo quase atdomica de um, flake de GO. A barra representa 2 nm. A
direita, defeitos de ponto sdo representados em azul, areas grafiticas em amarelo, e regides distorcidas,
indicando a presenca de grupos funcionais oxigenadas, em vermelho (ERICKSON et al., 2010).

% -
-~
-~

Figura 5: Imagem TEM de uma monocamada de GO. A barra de escala representas 2nm. A expansio (a)
mostra uma area de de 1 nm? regido oxidada ampliada do material, e uma proposta atdmica estrutural desta
regido. A expansao (B) concentra-se na mancha branca na regido grafitica. As figuras de esferas e bastao
abaixo das imagens de microscopia representam a estrutura atomica proposta para tais funcionalidade.
Expansio (c) mostra uma porgdo grafitica de 1 nm? da porgdo grafitica do GO desta regido (ERICKSON et
al., 2010).

H4 também os grupos organossulfatos presentes no GO, comprovado pelo
trabalho de Eigler et al (EIGLER et al., 2013). Tratamento de 6xido de grafite com dgua
resulta em hidrélise e ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, organossulfatos ciclicos
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sao clivados a organossulfatos. Na segunda etapa os organossulfatos sdo clivados a didis
vicinais (Esquema 1) (EIGLER et al., 2013). O trabalho comprova que somente a primeira
etapa ocorre, por isso o contetido de enxofre permanece no GO (EIGLER et al., 2013).

Esquema 1: Formagao de organossulfatos no GO (adaptado da referéncia (Eigler et al., 2013)).

Os grupos funcionais (A-N), descritos na figura 3 podem explicar, em certa
medida, propriedades quimicas e fisicas do GO, tais como basicidade, acidez, redutivas e
caracteristicas hidrofilicas. Porém esses grupos ndo podem explicar a capacidade do GO
de ativar a quimiluminescéncia do luminol, por exemplo. Yang et al., entdo, realizou
experimentos para aumentar os conhecimentos da estrutura do GO.

Em seu experimento sintetizou-se dois GOs pelo método de Hummer cléssico,
utilizando quatro etapas. Primeiro o grafite foi oxidado utilizando P,Os e K»>S>Os (etapa
1); o produto obtido foi exfoliado e oxidado a nano-folhas utilizando H2SO4 ¢ KMnO4
(etapas 2 e 3), e por ultimo, o excesso de KMnO4 foi removido adicionando H>O» (etapa
4). O primeiro GO, denominado GO-1 foi sintetizado utilizando essas quatro etapas,
enquanto o GO-2 foi sintetizado realizando as 3 primeiras etapas, ou seja, sem a adi¢do
de H202 (YANG et al., 2014).

Apo6s a adicao de KI e aluminio, a coloragdao amarela clara da solu¢ao de GO-1
imediatamente alterou para azul escuro, enquanto a coloracdo da solucdo de GO-2
permaneceu sem mudanga. Isso mostra que o GO-1 pode oxidar ions I" a I, formando o
complexo tritodoaluminio, que possui coloragdo azul, enquanto GO-2 ndo possui a
capacidade de realizar essa reagdo. Isso mostra que GO-1 por si s6 pode reagir com KI
(YANG et al., 2014), ja que os residuos de oxidantes, como, KMnO4 ¢ H>O, foram
totalmente removidos anteriormente, demonstrando que a adi¢do de H>O> possui um
papel importante na estrutura e composi¢ao do GO, além de neutralizar o permanganato
adicionado na etapa anterior (YANG et al., 2014).

Foi entdo, realizado um experimento comparando a intensidade de
quimiluminescéncia do GO-1, peroxidase de rabano (HRP) e agente Fenton (FeSO4 +
H>072) com luminol. O grupo observou que o GO-1 possui maior intensidade de
quimiluminescéncia. A rede de estrutura pi-conjugada do GO e seu modelo estrutural
teorizado até entdo, ndo podiam explicar a origem da capacidade oxidativa e habilidade



de ativar a forte quimiluminescéncia do luminol. Houve trés grandes motivos para o grupo
considerar a presenca de radicais ativos em GO-1. O primeiro foi a forte
quimiluminescéncia do luminol, que ¢ similar & observada com HRP e normalmente
relacionada a radicais. O segundo ¢ o gradual desaparecimento da capacidade oxidante
da solugdo em ar, comum em radicais ativos. E, por ultimo, a adicdo de H>O> na quarta
etapa que permite o GO a ativar a quimiluminescéncia do luminol (YANG et al., 2014).

O grupo, entdo utilizou uma técnica sensivel e especifica para o estudo de radicais
formados em reac¢des quimica, conhecida como Ressonancia Paramagnética Nuclear
(EPR). GO-1 apresentou um pico de ressonancia fino e intenso com g= 2,003. As
caracteristicas do pico mencionadas anteriormente implicam que nao ha carregadores de
conducao no GO-1, diferentemente do grafite (YANG et al., 2014). Ou seja, GO-1 nao
possui extensos anéis aromaticos com carbonos hibridizados em sp?, e sim, a presenca de
anéis aromaticos com carbonos hibridizados em sp’, que ndo permitem a formagio de
uma banda de conducdo (Yang et al., 2014). O EPR de GO-2 ndo apresentou nenhum
sinal, portanto o sinal de EPR do GO-1 ndo resulta dos elétrons m com mobilidade nos
anéis aromaticos com carbonos hibridizados em sp’, mas sim das possiveis espécies
radicalares produzidas durante o tratamento com H>O> (YANG et al., 2014).

Além disso, o grupo misturou H>O2 e GO-2, que produziu um pico de baixa
intensidade no EPR, com g idéntico igual a 2,003, enquanto o peroxido de hidrogénio
sozinho ndo produziu nenhum sinal EPR, portanto a adi¢do do perdxido de hidrogénio na
sintese do GO-1 levou a formag¢ao de sinal EPR (YANG et al., 2014).

Porém, GO-1 apresenta um sinal unico de EPR, sem splitting, sugerindo que nao
ha um nucleo diretamente ligado aos radicais, portanto, o pico de EPR ¢ originario dos
carbonos radicais centrados na rede m no plano ao invés de outros possiveis radicais
(YANG et al., 2014). O mecanismo de formacdo dos carbonos radicais do GO-1 ¢
ilustrado na Figura 6, proposto por Yang et al.

*OH
H;0, { pt KMnO4

HOOC

Figura 6: Mecanismo proposto para a formagao de carbonos radicais no GO pela adi¢do de radicais
hidroxidos (YANG et al., 2014).

Utilizando reacio de Diels-Alder (DA) e *C-SS-NMR, 3C pulso direto (DP) e
'H-13C cross-polarization (CP) utilizando fiagdo de angulo mégico (MAS), Brisebois et
al. obtiveram resultados de uma cicloadi¢do [4+2] entre GO e anidrido malico
(BRISEBOIS et al., 2016). Isso reabre a questdo fundamental de LK sobre a presenca ou



nao de ligacdes duplas conjugadas no GO (BRISEBOIS; SIAJ, 2020). O grupo conduziu o
experimento reagindo GO como fonte de dieno com 4cido malico anidrido (MA) como
um dienofilo (BRISEBOIS et al., 2016).

O GO contém dois tipos de estruturas que podem reagir com o diendfilo, os
carbonos das estruturas devem estar em conformacgao cis para reagirem em ciclo adi¢ao
[4+2]. Durante a reagao foi possivel observar a formacao de uma nova ligagao covalente
devido a novas bandas formadas nos resultados de pulso direto de '*C- 'H desacoplado.
Importante ressaltar que esses deslocamentos quimicos ndo sdo provenientes do MA que
nao reagiu ou do éster malato, ou de nenhum grupo funcional presentes no modelo do GO
até entdo (BRISEBOIS et al., 2016).

Para suportar esses resultados, o grupo realizou analises de FTIR, XPS, uma forma
modificada da titulagdo de Boehm, Raman ¢ TGA para estudar a presenga de novos
grupos COOH formados pela reacdo e formacao apds a hidrdlise, além de uma andlise de
TGA para estudar a estabilidade do novo composto. Todos os resultados indicam que a
reacdo quimica ocorreu devido ao aumento de grupos oxigenados/ acidos carboxilicos
apos a reagdo, e os resultados de TGA apontam que o produto da reacdo do GO com MA
pode sofrer uma decomposi¢ao térmica dos grupos oxigenados instaveis ou um retro-DA
sem sofrer danos em sua estrutura (BRISEBOIS et al., 2016).

Um outro estudo foi realizado para a funcionaliza¢ao de alcoois alilicos do GO
(COLLINS etal., 2011). Esse estudo o grupo realizou uma funcionaliza¢do do GO através
de um rearranjo de Claisen, reagindo o GO com dimetil-N,N-acetamida dimetil acetato
(DMDA), convertendo os grupos alcoois alilicos em N,N-dimetilamida y,5-insaturados
(Esquema 2), onde R=N(CH3)..

Vinyl Ether Claisen L ' Graphene
Formation Rearrangement Derivative

' Graphite Oxide | @—

Esquema 2: Transformagdo do oxigénio alilico para ligagdo de carbono no 6xido de grafeno (COLLINS et
al., 2011).

Essa reagdo foi a escolhida pelo grupo por quatro razdes: 1) Devido a habilidade
de avaliar quanticamente a eficiéncia da transformacgao devido ao grupo nitrogenado. 2)
A quimo especificagdo do DMDA para grupos alcool. 3) apenas aquecimento do DMDA
¢ necessario para efetivamente transferir o grupo vinilico, e 4) a formagao das ligacdes
entre atomos de carbonos quaternarios ¢ bem estabelecida usando a variante
Eschenmoser-Claisen (COLLINS et al., 2011).

O resultado de difragdo de Raio-X (XRD) revelou um aumento na distancia
interplanar do G1 em relagdo ao GO, indicando a instalagdo de novos grupos no plano
basal, o resultado de TGA indicou uma diminui¢do dos grupos C-O (epdxidos ou alcoois
terciarios) devido a menor perda de massa de 190 a 210°C, enquanto houve uma nova
formacgdo de decomposicao em 290 a 310°C, que potencialmente se refere aos grupos
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amidas formadas na superficie do G1, a relativa alta temperatura para decomposi¢ao
desses grupos demonstra uma ligacdo covalente, ao invés a adsor¢ao desse material no
GO. Os resultados de XPS mostram uma presenca de 1,4% de nitrogénio e um unico sinal
de N(1s) foi encontrado em 399,9 eV, indicando que todo o DMDA foi consumido para
gerar o produto ou removido durante as lavagens (COLLINS et al., 2011).

Em seguida o grupo estudou se € possivel converter as amidas em outros grupos,
como os grupos carboxilatos na borda do material sdao responsaveis pela estabilizacao de
coldides de oxido de grafeno eletrostaticamente por curtos periodos (COLLINS et al.,
2011), o grupo aumentou a quantidade de carboxilatos presentes através da saponificagao
dos grupos amidas, tratando uma amostra de GO que foi funcionalizada com grupos
amidas utilizando DMDA e ap6s a acidificacdo da solucdo do reagente o material foi
precipitado e pode ser isolado (COLLINS et al., 2011). Resultados de XPS desse novo
material indicou uma queda em peso atomico de nitrogénio de 3,1% para 0,6%. Além do
potencial zeta aumentar de -68 mV para -15mV em pH entre 6,3 e 4,6, ficando quase nulo
em pH 3, indicando que os grupos carboxilatos estdo protonados (COLLINS et al., 2011).

Propriedades fisicas e quimicas do 6xido de grafeno

No GO, atomos de carbono (C), oxigénio (O) e hidrogénio (H) sdo agrupados e
organizados em uma folha monocamada de profundidade em torno de 1 nm, e o formato
de uma particula de GO pode ter diferentes formatos, tais como, flake, folha, quantum
dot (esfera), placas ou fita (BRISEBOIS; SIAJ, 2020). O GO estaca um sobre o outro
podendo ter uma distancia interplanar entre 0,7 ¢ 1 nm, a depender do método de sintese
utilizado, essas camadas estacam uma sobre a outra, majoritariamente, por ligacdo de
hidrogénio (BRISEBOIS; SIAJ, 2020). A denominagdo também varia conforme o nimero
de folhas estacadas de GO, quando envolvem duas folhas (2), essa recebe o nome de bi-
camada, trés folhas (3) tri-camada, de (4) a (10) algumas-camadas e de (10) acima, de
multi-camada (BRISEBOIS; SIAJ, 2020).

No GO, grupos funcionais como epdxido e alcool estdo majoritariamente no plano
basal, enquanto grupos ionizdveis, encontram-se majoritariamente na borda do material
(BRISEBOIS; SIAJ, 2020). A repulsdo eletrostatica entre os grupos ionizados
carboxilicos e fendlicos impedem a agregacdo do GO em meio aquoso. Além disso, a
solubilidade do GO reduz conforme a diminui¢cdo do pH, devido a for¢a de repulsdo
eletrostatica ficar enfraquecida pela protona¢do dos grupos carboxilatos e fenolatos.
Portanto, folhas maiores de GO podem ser selecionadas acidificando o meio aquoso para
pH =4, além de poder ocorrer em solventes organicos polares, como o etanol, quando
GO ¢ dispersado em etanol e espera-se a decantagdo, as maiores folhas de GO decantam
mais rapidamente, enquanto as menores ficam dispersas no solvente (BRISEBOIS; SIAJ,
2020). Folhas de GO possuem trés pKa diferentes de valores 4,3, 6,6 € 9,0, relacionados
a dissociagdo dos grupos carboxilicos, fendlicos e alcoois, respectivamente, representado
no esquema 3 (BRISEBOIS; SIAJ, 2020).

Koo - .
GOH =—=GO +H

Esquema 3: Dissociagdo do GO em agua (BRISEBOIS; SIAJ, 2020).
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Mecanismo de formacao do GO

Muitos aspectos do GO tém sido estudados, porém, pouco se sabe sobre o
mecanismo de formagdo. O grupo de Tour estudou esse mecanismo, sugerindo que a
formagdo do GO ocorre em trés etapas: 1) Conversao do grafite em um intermediario de
acido sulfurico-composto de intercalagao de grafite (H.SO4-GIC). 2) Conversao do GIC
na forma oxidada do grafite, definido como PGO, sendo esse o segundo intermediario. 3)
Conversao do PGO para GO (CGO) pela reagao do PGO com agua (DIMIEV; TOUR,
2014).

Na primeira etapa, a formagao de HoSO4-GIC se da logo apds a exposicao do
grafite ao acido sulfurico, e sua formagdo torna-se perceptivel pela cor azul escuro
carateristica adquirida pelos flakes de grafite, e pode ser confirmada por andlises de
espectroscopia Raman ¢ XRD (DIMIEV; TOUR, 2014). A formagdo do primeiro
intermediario varia conforme de acordo com o potencial eletroquimico do meio. Na
situagdo de uma oxidagao realizada pelo método de Hummer modificado, o primeiro
intermediario se forma em 3-5 minutos (DIMIEV; TOUR, 2014). A formag¢ao do segundo
intermediario € o processo lento da rea¢dao, demorando horas, ou at¢ mesmo dias a
depender do grafite precursor usado (DIMIEV; TOUR, 2014).

O grupo de Tour realizou a reagdo utilizando massas diferentes de permanganato
de potéssio, para estudar o grau de oxidagdo de seu GO. A massa de permanganato foi
pesada de acordo a massa de grafite, na propor¢ao 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5, de grafite e
permanganato, respectivamente. Areas nio oxidadas apresentam colorag¢io azul na luz
transmitida e refletida, enquanto area oxidadas apresentam coloracdo amarelo claro
(DIMIEV; TOUR, 2014).

O espectro Raman das areas azuis proximas ao centro do flake, contém um tnico
pico em 1635 cm™! relacionado ao pico G, ou seja, o plano grafitico. O espectro das 4reas
mais oxidadas apresentam dois picos, G e D, e duas bandas de baixa intensidade, 2D e G
+ D, esse espectro ¢ tipico de GO (DIMIEV; TOUR, 2014). Apds consumo da segunda
parte de KMnOs, em massa, o tamanho da regido azul reduziu e a largura da por¢do
amarela clara de GO nas extremidades aumentou (DIMIEV; TOUR, 2014). Apos o
consumo de 3 parte de KMnO4, em massa, todos os flakes da amostra parecem estar
completamente oxidados, sem regides azuis detectaveis pela microfotografia, porém,
20% dos flakes ainda apresentam centros levemente azulados (DIMIEV; TOUR, 2014).
O PGO formado pelo consumo de quatro partes de KMnO4, em massa, dispersou-se
facilmente agitando a amostra em agua apos 15 minutos. Isso indica que, apds o consumo
de 3 partes de KMnO4, em massa, o material ndo apresenta densidade de grupos
funcionais o suficiente para exfoliacdo espontanea (DIMIEV; TOUR, 2014).

A identidade do agente oxidante especifico atacando as camadas de grafeno ainda
¢ desconhecida, sendo que a propria natureza oxidante da solugdo KMnO4/H>SO4 ndo foi
muito estudada (DIMIEV; TOUR, 2014). Alguns autores sugerem o agende oxidante
sendo o heptadxido de manganés (VII) (DREYER et al., 2010). E mais possivel, no
entanto, que H>SO4Mn(VII) existe na forma planar de cation (MnOs"), que possui
caracteristica semelhantes aos ions HSO4 e sulfato (SO4*) na forma MnO3;HSOa, ou
(MnO3)2SO4 (DIMIEV; TOUR, 2014).

12



O progresso da reacgao difere de flake para flake, devido a morfologia (DIMIEV;
TOUR, 2014). A diferenga na morfologia causa uma diferenca de taxa de difusdo,
oxidando o material de graus de oxida¢do diferente, permitindo que flakes menores se
oxidem em maior grau em relacdo a flakes maiores (DIMIEV; TOUR, 2014).

A terceira etapa, ou seja, formagdo de PGO em GO, se da pela exfoliagdo em
monocamadas, além do processo de hidrolise dos sulfatos covalentes que servem de
grupos protetores, € modificagao de grupos funcionais oxigenados devido a reacao desses
com agua (DIMIEV; TOUR, 2014). A Figura 7 resume e ilustra as trés etapas constituintes
para a formagao de grafite bulk em GO.

H,S0,/HSO,~

t’ °
graphite = N
KMnO, / H,S0,
_

oxidizing agent

SY Ry
x KMnO, / H,S0O,

Figura 7: Ilustracdo para a conversao de grafite bulk em GO. As trés etapas representam a formagao de dois
produtos intermedidrios (GIC estagio-1 e PGO) e o produto final sendo o GO. As linhas pretas continuas
representam camadas de grafeno; linhas pretas pontilhadas representam monocamadas de GO; linhas azuis
largas representam intercalante H,SO4/HSO4; linhas largas roxas representam uma mistura do intercalante
H>SO4/HSO4 misturado com a forma reduzida do agente oxidante (DIMIEV; TOUR, 2014).

Funcionalizacdes do GO

Devido aos diferentes grupos funcionais presentes no GO, ¢ possivel realizar
diversas funcionaliza¢des do material obtendo diferentes propriedades quimicas e fisicas.
Sua funcionalizacdo depende do tipo de aplicacdo e propriedades desejadas, como por
exemplo, condutividade elétrica e térmica, hidrofilicidade e melhorias mecanicas
(DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014; EIGLER; HIRSCH, 2014; GEORGAKILAS et
al., 2012; ZHU et al., 2010)

Nos grupos carboxilicos
Os grupos acidos carboxilicos na periferia do material podem ser funcionalizados
pelo pré-tratamento com SOCI seguido por uma condensa¢do com um nucleofilo, ou
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através do acoplamento de carbodiimida com éalcoois ou aminas (Esquema 4) (DREYER;
TODD; BIELAWSKI, 2014).

1} SOCl,
2) R'OH ou R'NH,
ou
R'OH ou R'NH,
DCC ou EDC, DMAP

S
-
A
HO \O

Esquema 4: Funcionalizacdo dos acidos carboxilicos periféricos tanto com SOCI2 ou uma carboimida,
seguido por uma condensag@o com um alcool ou uma amina. Adaptado da referéncia (Dreyer et al., 2014).

Um exemplo dessa reacdo ¢ presente no trabalho de Li et al., através da
funcionalizacdo do GO com quitosana (CS), para formacgao de GO-quitosana, possivel de
ser disperso em agua para transporte da droga insoltivel em agua camptotecina (BAO et
al., 2011). Neste artigo, o reagente ativo EDC foi iniciado para a formagao de uma ligagao
amidica entre GO e CS, formando um intermediario, que foi estabilizado utilizando NHS,
apresentado no esquema 5. (BAO et al., 2011). A funcionalizagdo do GO com CS foi
comprovada com FTIR, RMN-'H e TGA (BAO et al., 2011).

CS em tampdo MES

EDC, NHS

Esquema 5: Sintese de GO-CS. Adaptado da referéncia (Bao et al., 2011).

Testes de solubilidade foram realizados no GO e GO-CS variando o pH das
solugdes. O GO-CS foi dispersado uniformemente em meio acido (pH < 7), porém nao
foi bem dispersado em meio alcalino (pH = 11), e precipita apds a sonica¢do ser
interrompida. Esses dados sdo opostos ao GO, que dispersam bem em meio alcalino e
precipitam em meio acido, como discutindo anteriormente. (BAO et al., 2011).

GO e seus derivados dispersam em agua, porém precipitam em condig¢des
fisioldgicas ricas em sais ou proteinas (BAO et al., 2011). A dispersdao de GO-CS ¢ GO
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foi testada em tampao fosfato salino e meio de cultura de células, e foi possivel observar
a dispersdo uniforme de GO-CS em ambos os meios, enquanto o GO ndo obteve esse
resultado, logo, a solubilidade de GO-CS ¢ substancialmente melhorada devido a benigna
solubilidade do CS com baixo peso molecular (BAO et al., 2011).

Nos grupos alcoois

Assim como grupos acidos carboxilicos, os grupos alcoois no plano basal do GO
podem ser funcionalizados através de acoplamento usando carbodiimida (DREYER;
TODD; BIELAWSKI, 2014). O grupo de Zhang et al funcionalizou o GO utilizando
(acido S-1-dodecil-S’-(a,0’-dimetil-a”’-acético)tritianocarbonato (DDAT) e N-N’-
dimetilaminopiridina, para formag¢ao de GO-DDAT, em seguida esse produto reagiu com
1,3-diciclohexilcarbodimida (DCC), para resultar o produto final PVK-GO (ZHANG et
al., 2011).

Memorias de polimeros podem ser uma tecnologia alternativa ou suplementar se
tratando de switch liga-desliga em relagdo as convencionais que possuem problemas de
miniaturizacdo (ZHANG et al., 2011). O grupo preparou um filme com aluminio e éxido
de indio-estanho (ITO) para fabricacdo de um dispositivo de memoria, e o efeito de
memoria desse material foi estudado. Foi possivel observar que a condutividade do
material fabricado ¢ baixa, inicialmente, aumentando gradualmente com a aplicagdo de
uma voltagem negativa. Quando alcanca -1,7V, a condutividade aumenta em trés ordens
de grandeza, indicando que o dispositivo passa do estado off para o estado on (ZHANG
et al., 2011). Esse estado on ¢ mantido até a voltagem de +2,6 V, entdo a condutividade
cai para o estrado inicial off (processo de apagar). O estado off pode ser lido e
reprogramado para o estado on novamente na varredura negativa subsequente. Tal ciclo
¢ um tipico ‘“‘escrita-leitura-apagar-leitura-reescrita” de um dispositivo de memoria
(ZHANG et al., 2011).

Nos grupos epoxidos

Outra forma de funcionalizagdo do GO ¢ a abertura dos grupos epdxidos presentes
no plano basal. A escolha de nucledfilo normalmente ¢ uma amina, incluindo aliféticas,
aromaticas ou poliméricas (DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014). Além disso,
carbanions podem ser usados da mesma forma. Swager et al. reagiu GO com sal de
malononitrila sédico em THF a 60°C por 24h, para formacdo de um derivado de 6xido de
grafeno (GO-malonotrila) (COLLINS; SCHMOIS; SWAGER, 2011).

Para aprimorar a solubilidade do GO-malononitrila, os grupos malononitrilas
foram submetidos a mais modificacdes quimicas por reacdo anidnica alcalina, o GO-
malononitrila foi desprotonado utilizando NaH e depois tratado com iodohexadecano ou
1,3-propanosultona, denominados GO-IHexdec e GO-Sultona. O GO-IHexdec, ao
contrario do GO-malononitrila pode ser disperso em diversos solventes organicos polares
e apolares. O GO-Sultona ¢ imiscivel em solventes organicos (COLLINS; SCHMOIS;
SWAGER, 2011).

Propriedades cataliticas

O GO também pode catalisar diversas reacdes quimicas (DREYER; TODD;
BIELAWSKI, 2014). Algumas observagdes sdo importantes para que iSSO ocorra.
Notadamente, GO permite a catalise de algumas reagdes, enquanto sua forma reduzida
(rGO) ou grafite ndo permitem, podendo assim afirmar que os grupos oxigenados
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assumem papel importante nessas reacoes (DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014).
Realizando oxidagdes alcodlicas em atmosfera inerte de nitrogénio resultou em conversao
minima, assim como reagir na presen¢a de um inibidor radicalar (por exemplo,
hidroxitolueno butilado, BHT), ambos resultados consistentes com processos que
incorporam oxigénio molecular como oxidante estequiométrico (DREYER; TODD;
BIELAWSKI, 2014). Finalmente, o GO foi recuperado e reutilizado multiplas vezes
(DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014). Juntos, essas informagdes sugerem que o GO
agiu como catalizador, ¢ ndo como reagente estequiométrico (DREYER; TODD;
BIELAWSKI, 2014).

Uma série de estudos para reagdes foram realizadas utilizando GO como
catalisador, expandindo a area de carbocatalise (uso de materiais heterogéneos, livres de
metais a base de carbono para sintese), as reagdes ocorrem devido a acidez, basicidade
do GO ou ambas (Figura 8) (DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014).

Oxidagéo
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R )K
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Figura 8: Exemplos de diversas rea¢des catalisadas por GO (adaptado da referéncia (Dreyer et al., 2014)).
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Fluorescéncia do GO

Até os dias atuais a origem da fluorescéncia do GO ¢ um assunto controverso
(SHANG et al., 2012). O estudo realizado pelo grupo de Shang trouxe essas afirmacdes
baseadas em uma série de dados tedricos e experimentais. Porém, ha estudos que

associam a fluorescéncia do GO com pequenos destrocos de material altamente oxidado
(DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014; ROURKE et al., 2011).

A dependéncia de ambos, espectro de excitagdo versus comprimento de onda de
emissdo (Aem) € espectro de emissdo versus comprimento de onda de excitagao (Aexc) foi
percebida pela emissdo de fluorescéncia com diferentes Aexc. O méximo de emissao sofre
um deslocamento para o vermelho (red-shift) com Aexc, mais pronunciada na regido 11
(525 — 700 nm). Na regido I (350-525 nm), o maxima de emissdo € praticamente
constante. Essa dependéncia desses dois fatores ¢ indicativa de sistema com multiplos
cromoforos/fluoréforos envolvidos com grupos aromaticos e grupos oxidados (SHANG
etal., 2012).

A banda proibida da estrutura obtida pelo grupo por simulagdes baseadas em
resultados de XPS e espectro de absor¢do ¢ de ~0,6 eV, encontra-se na Figura 9.

CB

Excited CB Localized states

Excited VB : Y

i B\

Figura 9: Banda proibida da estrutura obtida pelo grupo (SHANG et al., 2012).

Para a absorcao do estado excitado dominante, as transi¢cdes correspondentes sao
de CB e de estados localizados proximos até estados excitados mais energéticos (SHANG
etal., 2012; ZHENG; WU, 2017). Para a fluorescéncia observada em Aexc = 400-800 nm,
a origem estd relacionada as transi¢es eletronicas de CB para estados localizado
proximos da VB tal como mostrado pelas setas da Figura 9 (SHANG et al., 2012).

Na figura 10 estdo representados os niveis de energia dos orbitais quasi-
moleculares e os orbitais relacionados a fluorescéncia do GO. A diferenga de energia entre
HOMO e LUMO ¢ de quase 0,6 eV, e as regioes grafiticas sdao majoritariamente
responsaveis pela sua formacdo (SHANG et al., 2012). A fluorescéncia de estados mais
altos excitados deve ser levada em consideracao, ja que a fluorescéncia observada do GO
entre 400 e 800 nm ndo provém da transi¢do eletronica LUMO - HOMO (SHANG et al.,
2012). Para a emissao préximo a 640 nm, LUMO, L+1, L+2, HOMO e H-1 até H-5 podem
ser responsaveis, onde os grupos de atomos correspondentes incluem -C=C- com -C-0O, -
C=0 e O=C-OH (SHANG et al., 2012). Os niveis L+1, L+2, e H-1 até H-5 sao formados
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de regides contendo ambos C=C- e grupos oxigenados, logo, a fluorescéncia observada ¢
majoritariamente resultado das transi¢des eletronicas entre regides ndo oxidadas -C=C- e
o limite das regides oxidadas. (SHANG et al., 2012).

L+4,+8

| L+3
L+2

L+1

o

Lumo

[ Homo

1f -1
H-1,2,-3
H-4,5

Figura 0: Niveis de energia quasi-molecular dos orbitais do GO.

Resultados experimentais e tedricos sugerem que a fluorescéncia do GO se dé pela
recombinacdo de elétron-buraco da banda de conducao (CB) e estados eletronicos pertos
da banda de valéncia (VB) (SHANG et al., 2012). Do ponto de vista estrutural, a emissdo
do GO ¢ predominantemente das transi¢des eletronicas entre as regides grafiticas do GO
e a vizinhanga das regides oxidadas (C-O, C=0 e O=C-OH) (SHANG et al., 2012).
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Objetivos

Neste trabalho, o objetivo central ¢ a obtencdo de um GO modificado com a
inclusdo de grupos heterociclicos fluorescentes da classe dos imidazois. Assim, o GO foi
modificado quimicamente, iniciado pela oxidagdo dos grupos hidroxilas vicinais a orto-
quinonas utilizando 4cido de molibdénio. Em seguida, as orto-quinonas formadas foram
convertidas em benzoimidazol utilizando uma reacao de Debus-Radziszewski (MUNOZ;
JUNIOR; SILVA, 2014) com os reagentes benzo-1,4-dialadeido e acetato de amonio. E,
por fim, uma reacao de condensacao de Knoevenagel utilizando ciano acetato de metila
e piperazina para formag¢do de um novo cromodforo derivado de benzoimidazol no GO
contendo grupo retirador de carga. O esquema 6 ilustra a reagao global.

1. Acetate de Amanio

benzena-1 4-dialdeindo
Acido de Molibdénio %']E:lll:‘emz"m . M
Metilcianaacetato —
— ST T
squecimento Aquecimento % N
H;0 ! >
Ha0 + EtOH (1:1)

Esquema 6: Reagdo global da sintese de GOK.

Os grupos ceto e acidos carboxilicos encontram-se predominantemente na borda
do material, logo, espera-se que tal modificagdo introduzam modificacdes nas
propriedades fotofisicas dos micro-flakes, em particular, na intensidade e localizacao da
fluorescéncia quando comparadas ao precursor GO. O grupo nitrila e éster atuam como
aceptores de cargas, enquanto o restante do material atua como doador de carga, portanto,
espera-se que os elétrons se locomovam do GO em direcdo a periferia do produto final,
obtendo uma maior fluorescéncia nesta regido.

Materiais € Métodos

Preparacdo da amostra

As laminulas 22x22mm foram limpas quimicamente antes das analises,
primeiramente elas foram colocadas em um suporte de teflon, submersas em agua Milli-
Q com detergente neutro incolor, sonicadas por 30 minutos. Apds essa etapa, elas foram
lavadas com quantidades abundantes de agua Milli-Q, para retirar o excesso de
detergente. Em seguida, colocadas em solucao piranha (acido sulfarico concentrado/H202
30%), lavadas novamente com agua Milli-Q, para retirar todo o acido residual delas,
lavadas com isopropanol HPLC e sonicadas no mesmo solvente por 15 minutos. Apos
esse procedimento elas foram colocadas em estufa com aquecimento a temperaturas entre
110-180°C. Por ultimo, guardadas no dessecador com silica gel nova, até serem utilizadas.
Antes da utilizagdo das laminulas elas eram colocadas em um limpador UV com oz6nio,
da marca Ossila, entre 10-20 minutos para oxidacdo de qualquer trago de compostos
organicos.

Ap0s as laminulas estarem prontas para uso, elas eram colocadas em um
spin coater (Ossila), no modo de duas etapas, a primeira etapa com 30 segundos a 5000
rpm e a segunda etapa, 30 segundos a 6000 rpm, para que todo o solvente seja evaporado
da laminula, impedindo formagado de goticulas.
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Primeiramente, a laminula recebeu 3 a 5 gotas de solucao de L-polilisina (Sigma
Aldrich) sob rotacdo. A superficie vitrea da laminula pode estar carregada negativamente
devido a presenca de grupos SiO~. Considerando que GO e GOK possuem grupos acido
carboxilicos que podem estar dissociados em solucdo, a interagdo repulsiva de carga faz
com que o material depositado por spin-coating ndo se distribua bem na laminula
provocando uma auto-agregacao elevada. A L-polilisina ¢ uma sequéncia de lisinas, que
sdo aminoacidos polares com carga positiva em solugdo aquosa, que quando aplicada
sobre a laminula torna a superficie do vidro neutra, sem carga, facilitando a deposi¢ao do
GO e GOK sobre a superficie.

O GO e GOK obtido foram dispersados, centrifugado ¢ o sobrenadante foi
desprezado dez vezes, para retirar os flakes menores, que atrapalham as medidas de
microscopia.

Os espectros de infravermelho das amostras na forma de p6 foram obtidos com
um espectrometro FT-IR IRAffinity 1, da marca Shimadzu, no modo ATR. A difracdo de
Raio X foi realizada com a amostra em pd depositada em uma lamina de vidro, e colocada
em um D8 Advance, da marca Bruker.

Os espectros Raman foram obtidos depositando o material em uma laminula
22x22 mm, utilizando a L-polilisina e spin coater, ¢ posteriormente colocada em cima de
uma lamina de vidro retangular. Foi utilizado um LabHam HR Evolution, da marca
Horiba, utilizando laser de 633 nm. Todas as medidas foram realizadas com grade de
difracao Edge 600 (500nm), 10 scans com tempo de aquisi¢cao de 5 segundos.

Para as imagens de microscopia eletronica de transmissdo, as amostras foram
depositadas em uma grade especifica para analise de materiais compostos por carbono, o
equipamento utilizado foi um JEM2100 LaB6 200kV, da marca JEOL.

Microscopia confocal

Em microscopia confocal, o campo de iluminagao € limitado ha um tnico ponto
no limite de difragdo, posicionado no centro dos eixos do microscopio. A varredura de
posi¢do se da movendo a amostra por curtas distancias, e luz espalhada de outras partes
que ndo do ponto que ilumina a amostra ¢ descartado pelo sistema otico pela utilizagdo
de filtros oOticos e uma abertura (pinhole) de 50 micrometros. Assim, o método confocal
apresenta vantagens como diminuicdo de desfoque da imagem devido a luz espalhada,
relagdo sinal-ruido melhorada, e a varredura nas diregdes x e y da amostra poder ser de
area de dezenas de micrometros e possivel inclusdo do eixo z.

O comportamento de sistemas individuais ou nanoscépicos possibilita conhecer
detalhes microscopicos de cromodforos e suas flutuagdes (chamada de intermiténcia) em
reatividade local e temporal. Assim podemos por estas técnicas acompanhar a reatividade
quimica de uma Unica nanoparticula envolvida em um processo de catalise ou fotocatalise
(LINO; GEHLEN, 2017). Também pode ser usado como ferramenta para observagao de
metabolitos fluorescentes gerados por micro-organismos produzindo toxinas em muito
baixa concentracao (SABATINI; GEHLEN, 2014).

O laboratorio do GFM estd equipado com equipamentos construidos de
microscopia de fluorescéncia (CHIMENEZ et al.,, 2014; LAUER et al.,, 2014;
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LENCIONE et al., 2016; LINO; GEHLEN, 2017; SABATINI; GEHLEN, 2014) que
possibilitam a aplicacdo destas novas metodologias.

As imagens de fluorescéncia em confocal foram obtidas utilizando o microscopio
Olympus IX71 com um piezoelétrico (PI, E-710.3CD e P-517.3CD) para escaneamento
em escala nanométrica. Foram utilizados lasers com diferentes comprimentos de onda,
um Coherent Cube com excitacdo em 405 nm, um Hiibner Cobolt, 473 nm, com pulso
continuo, e por ultimo, um Omicron 473nm, com modo pulsado. Os lasers de excitacdao
foram focados na amostra utilizando uma objetiva Olympus, UPlanFL N 100X.

Espectros de emissdo foram obtidos utilizando um espectrémetro Maya 2000 Pro,
da Ocean Optics, acoplado com uma fibra no microscopio. Os decaimentos foram
medidos pela técnica e contagem de fotons, utilizando uma placa de contagem (Becker
and Hickl 140), sincronizada com o laser pulsado 473 nm, com baixa intensidade, da
Omicron, em frequéncia de pulsos de 2MHz. Os decaimentos foram analisados utilizando
o software FAST (Edinburgh Intruments). Os resultados foram obtidos em 40000x40000
nm (equivalente em 40x40 micrémetros) como altura e largura de imagem e 300x300
pixels, e tempo de aquisi¢ao de 1 milissegundo por pixel.

Microscopia widefield em TIRF

Imagens de fluorescéncia no modo campo largo em reflexdo interna total (TIRF)
foram obtidas em microscopio Olympus IX71, com uma objetiva Olympus UApo N 100X
NA 1.49, especifica para TIRF. A camera utilizada para obtencdo das imagens foi uma
Evolve 512 — Photometrics, operando a temperaturas menores que -80°C. Os resultados
foram obtidos em 300x300 pixels, com tempo de aquisi¢ao de 7 milissegundos, algumas
imagens com aumento de 1,6 X. Para obtencao da fotografia das particulas por contraste
foi utilizada uma camera modelo DCC1240C, Thor Labs. Nas figuras 11 ¢ 12 estdo
fotografias do sistema de microscopia de fluorescéncia construidos no grupo.

Figura 11: Equipamentos de microscopia de Fluorescéncia construidos no LFM: A) Lasers utilizados
durante o trabalho, e ao fundo, microscopio confocal com linhas de laser de 405 nm, 473 nm, 532 nm CW
€ 473 nm Omicron e 633 nm Hammamatsu pulsados (100 os FWHM), resolug@o em passo de 20nm e dois
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detectores pontuais APD; capacidade de analise de espectro de emissdo e decaimentos em os. B)
Microscopio de campo largo (widefield) com linhas para trés lasers (Verdi 532 nm, Cobolt/Omicron 473
nm, Cube 405 nm), resolugdo espacial de 100nm/pixel em imagens de 512x512 pixels, com camera
EMCCD Evolve 512 — Photometrics acoplado na lateral.

Figura 12: Detalhes do microscopio confocal construido com multiplas capacidades. Linha confocal com
dois detectores pontuais tipo APD, IX71 com Piezoelétrico PI, e saida lateral para medidas espectrais.
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Sintese do GO

Para sintese do GO foram pesados em torno de 1,5 g de grafite malha 140, Exodo
Cientifica, dispersado em 55 mL de 4cido sulfurico P.A, éxodo cientifica, agitado em
banho de gelo até todo o grafite dispersar no meio acido. Ainda no banho de gelo, foram
adicionados 6,4 g de permanganato de potassio, Exodo Cientifica, lentamente, para que a
temperatura nao excedesse 20°C. O sistema permaneceu por 30 minutos sob agitacdo em
banho de gelo e, apos isso, 20 minutos fora do banho de gelo, a temperatura ambiente.

ApoOs essa etapa, foram adicionados 60 mL de agua Milli-Q, lentamente, € o
sistema foi aquecido a 95°C, permanecendo nessa temperatura por 45 minutos, em
seguida, deixou-se o sistema esfriar até aproximadamente 70°C. Adicionou-se 12 mL de
peroxido de hidrogénio 30% (v/v), para cessar a reagao.

Para finalizar a sintese o material foi filtrado em um funil de Biichner com vidro
sinterizados de numeragdo 2, em seguida, lavado com 120 mL de 4cido cloridrico 2 molar,
apos isso lavagem com 400 mL de dgua Milli-Q para retirar o excesso de acido. O GO foi
armazenado em dessecador a vacuo com silica gel nova, para retirar o excesso de umidade
da amostra.

Sintese do GOK

A sintese do GOK se deu em duas etapas, a primeiro foi a rea¢do de 0,2g de GO
com 0,06g de acido de molibdénio (Sigma Aldrich) em agua Milli-Q com aquecimento
em refluxo por 1 hora. Em seguida o material foi filtrado e lavado com excesso de agua
Milli-Q, guardado no dessecador até o dia seguinte. Apds o material estar seco, 0,1g dele
foi dispersado em uma mistura 1:1 de dgua Milli-Q com etanol HPLC (Sigma Aldrich),
em seguida adicionou-se 0,13g de benzeno-1,4-dialdeido (Sigma Aldrich) e 0,3g de
acetato de amonio (Sigma Aldrich), e aqueceu-se o sistema a 65°C em refluxo por 3 horas.
Apos esse tempo, foi adicionado no mesmo baldo 1,2g de ciano acetato de metila (Sigma
Aldrich) e 0,07g de piperazina (Sigma Aldrich) em aquecimento a 65°C por mais 1 hora.

Em seguida o material foi filtrado, lavado com 4gua Milli-Q e com etanol para
retirar os reagentes ndo consumidos e guardado em dessecador com silica gel.

Resultados e Discussao
GO

Caracterizacao do GO

Foi realizada medidas de fotdmetria de chama na amostra de GO para quantificar
a quantidade de manganés residual presente na amostra. O resultado aponta 0,1171
mg.Kg!, com R? = 0,93, indicando uma quantidade muito baixa de Mn residual.

O espectro de UV-Vis do GO foi obtido com sua dispersdo em dgua Milli-Q e esta
representado na Figura 13. O espectro estd condizente com o resultado publicado por
Shang et al, O pico principal em ~231 nm ¢ proveniente da transi¢do n-n" das ligagdes C-
C e C=C nas regides hibridizadas em sp?, e o ombro em ~303 nm se forma devido as
transi¢des n-m~ das ligagdes C=0 nas regides hibridizadas em sp> (MANORATNE;
ROSA; KOTTEGODA, 2017; SHANG et al., 2012).
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Figura 13: Espectro UV-Vis do GO.

O resultado do espectro de FTIR-ATR do GO preparado estd representado na
Figura 14. O espectro indica a presenga de estiramento O-H (banda larga entre 3600 —
3000 cm™!, devido aos grupos hidroxilas e dcidos carboxilicos. As bandas em 1716 cm™,
1620 cm™ € 995 cm™!, indicam a presenca de C=0, C=C e C-O-C, respectivamente, como
descrito na literatura (CHEN et al., 2013; COLLINS et al., 2011; EIGLER et al., 2013).
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Figura 14: Espectro FTIR-ATR do GO.

Os espectros Raman foram feitos de diferentes flakes, porém foram selecionadas
flakes menos agregados. O perfil de flake selecionado encontra-se na Figura 15a,
enquanto o espectro do ponto de flake estd presente na Figura 15b. Nao houve diferencas
do espectro Raman significativas entre um flake e outro, logo € possivel generalizar para
todos os flakes escolhidos o espectro representado na figura 15.
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selecionado para obter espectro, a barra de dimensdo representa 5 micrometros. (b) espectro Raman do
ponto do flake obtido de GO.
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A banda G em 1600 cm™! representa os modos vibracionais em fase da regido do
plano basal, enquanto a banda D em 1335 cm™ ¢ causada pelos defeitos de ponto do
material. A rela¢ao In/Ig pode ser usada para avaliar a distancia entre os defeitos do GO,
ou seja, quanto do material possui defeitos de ponto. Como a sintese realizada foi o
método de Hummer modificado, hd mais defeitos na estrutura, ou seja, o plano basal
apresenta muitos defeitos de ponto, que estd condizente com a literatura (BOUSA et al.,
2013; BRISEBOIS; SIAJ, 2020; CHEN et al., 2013; KUDIN et al., 2008). A banda 2D ¢
a segunda ordem da banda D, est4 presente em aproximadamente 2640 cm™ (EIGLER;
DOTZER; HIRSCH, 2012; ZHU et al., 2010).

Os difratogramas de grafite ¢ GO foram obtidos, e estdo representados na figura
16.
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Figura 16: XRD dos materiais grafite malha 140 (azul) e GO (preto).
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O pico de difra¢io (002) do GO encontra-se em d = 8,5 A, indicando a distancia
entre camadas de GO, e o pico de difragdo (10) em d = 2 A indica a ordem de curto
alcance em camadas de GO sobrepostas uma sobre a outra, além de ainda estar presente
o pico de grafite 002 em d = 3,3 A. Em d = 1,68 A encontra-se o pico de difragio 004 do
grafite, os resultados estdo condizentes com a literatura (STOBINSKI et al., 2014a,
2014b).

Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) do GO foram obtidas,
tendo como objetivo observar a borda do material, a figura 17 apresenta uma parte de um
flake de GO.

Figura 17: Imagem TEM de um flake de GO, focado na borda do material. A barra indica uma distancia de
100 nm.

Microscopia do GO
Confocal

Para as imagens de microscopia de fluorescéncia, foram selecionados flakes
menos aglomerados, apresentando tons mais claros. Na figura 18 estdo representados
flakes analisados e suas respectivas fotos por contraste iluminando o flake com uma
lampada comercial por cima.
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Figura 18: Imagens confocal (a,c) de um flake de GO analisado em 405 nm com 15 mW de poténcia e filtro
de 500nm, para reduzir sinais de espalhamento, imagens obtidas utilizando area de varredura de
40000x40000nm e uma resolucdo de 300x300 pixels, utilizando Z inicial de 150 nm. A barra corresponde
a 10 pm de tamanho. Imagens (b,d) sdo fotos dos flakes utilizando cdmera modelo DCC1240C.

Com esses resultados ¢ possivel observar que o GO fluoresce em toda sua
extensdo com intensidade similar. Para complementar esse resultado foi feito um
mapeamento 3D da fluorescéncia, apresentado na Figura 19.

A) : G g Y, g “.‘ ~ - GO

Figura 19: Mapeamento 3D da fluorescéncia do GO utilizando Origin. A) Flake A da figura 18. B) Flake B
da Figura 18.
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Também foram realizadas medidas de confocal utilizando laser 473 nm,
apresentadas na Figura 20. Podendo observar, novamente, que a fluorescéncia do flake

de GO se d& de forma bem similar ao longo de toda a sua area. Nota-se regides com
intensidade superior, mas dispersas em uma area mais central.
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Figura 20: Confocal de GO utilizando laser 473 com 15 mW de poténcia e dicrdico 473 + 532 nm, sem
filtro de 500nm. Area de varredura de 40000x40000nm e resolucdo de 200x200 pixels.

O Mapeamento 3D de fluorescéncia dos flakes da figura 20 também foram feitos,
e encontra-se na figura 21.
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Figura 21: Mapeamento 3D da fluorescéncia dos Gos da figura 19 utilizando o Origin.
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Espectros de emissdo foram coletados e realizou-se uma média dos valores
obtidos para montar apenas um espectro, apresentado na Figura 22.
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Figura 22: Espectro do GO utilizando laser Cube 405 nm, com poténcia de 20 mW, no software Spectra-
Suite com tempo de aquisicdo 600 ms e 10 scans. A imagem apresenta 19 espectros que foram somados
para obter uma média, com 150 pontos de smooth, utilizando o software Origin.

O maximo do espectro de emissdo encontra-se em aproximadamente 600 nm,
condizentes com o resultado publicado por Shang et al (SHANG et al., 2012). Novamente,
¢ possivel observar o pico em 405 nm devido ao laser utilizado e seu Raman em
aproximadamente 440 nm.

O decaimento de 8 flakes de GO foram analisados, realizou-se uma média dos
tempos de vida e valores de peso das componentes para dar origem a Tabela 2. Utilizando
a Equacdo 1 para determinar o tempo de vida normalizado. Este resultado ¢ de um tempo
de vida médio 0,3 ns (calculado usando a equagao 1) que corresponde a um decaimento
bem rapido de 300 ps. A figura 23 apresenta um decaimento tipico de GO.
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Data and Fitted Curve
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Figura 23: Decaimento do GO utilizando o software Fast. Decaimento biexponencial.

Tabela 2: Valores de tempo de vida e peso das duas componentes de decaimento do GO

T1(ns) Bi1 T2 (ns) B>
0,130 94,40 0,777 5,61
by. 1%+ b,. 75 B, B,
<T>= ,ondeb = ————eb, = ————— 1
' bit+ byty T B+ B, ¢ T B+ B,

Widefield

As imagens de microscopia de campo largo (widefield) foram realizadas em
amostras de GO dispersados em agua, obtendo uma imagem SOFI (Stochastic Optical
Fluctuation Image) de segunda ordem, ou seja, uma imagem que analisa as flutuacdes de
fluorescéncia emitidas pelos diversos fluoréforos para reconstruir a imagem com uma
resolugdo superando o limite de difragdo. Novamente, foram selecionados flakes menos
aglomerados para as analises. A Figura 24 apresenta alguns flakes de GO analisados no
microscopio.
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Figura 24: Imagens SOFI (Stochastic Optical Fluctuation Image) de segunda ordem obtida pelo software
Igor de 6 flakes diferentes, obtidas com laser Cube 405 nm, poténcia nominal de 20 mW, area de varredura

de 300x300 pixels, com aumento 1,6x por 7ms de tempo de aquisi¢do. Barra de tamanho varia conforme
flake.

GOK

Caracterizacao do GOK

As mesmas andlises feitas no GO foram realizadas no GOK. A Figura 25 apresenta
o espectro UV-Vis do material. E possivel notar uma diferenga consideravel dos espectros
de UV-Vis dos materiais, sendo que o0 GOK possui banda bem estruturada na regido entre
300 — 400 nm proveniente das introducao de um benzoimidazol substituido.
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Figura 25: Espectro UV-Vis de GOK.

O espectro de FTIR-ATR do GOK encontra-se na Figura 26. O estiramento CN de nitrila
(2218 cm™), estiramento C=0 éster (1733 cm™'), indicam a modificacdo que ocorreu apos
a condensacdo de Knoevenagel, enquanto o estiramento C-N de aminas aromaticas em
1261 cm™ apresenta a formacio de imidazol. Estas bandas sio ausentes no GO, vide
figura 27.
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Figura 26: Espectro FTIR-ATR de GOK.

O espectro de emissdo dos flakes de GOK foi obtido, apresentado na figura 27
apresentando uma emissdo maxima em aproximadamente 520 nm, concordante com
resultados de compostos semelhantes a0 GOK, que encontram-se na Figura 28, porém
sem o material GO (GEHLEN et al., 2020). Esses materiais sdo semelhantes pois ha a
presenca de transferéncia de carga intramolecular (ICT), ou seja, um grupo doador de
elétrons, que sdo os anéis aromaticos e imidazol, e um grupo aceptor de elétrons, que sao
a nitrila e éster. O material GOK apresenta uma mistura de grupos com aldeidos que ndo
foram totalmente substituidos pela reacdo de Knoevenagel, por isso seu espectro ¢ uma
soma dos espectros de ciano acetato (E)-2-(4-(1H-fenantrol[9,10-d]imidazol-2-
il)benzildieno) de metila e (4-(1H-fenantrol[9,10-d]imidazol-2-il)benzoaldeido). Além
disso hd um pico em 405nm devido ao laser utilizado.
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Figura 27: Espectro de emissdo médio de diferentes flakes de GOK em 405 nm.
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Figura 28: Informagdes sobre moléculas que estdo presentes no GOK. a) Estrutura do (4-(1H-
fenantrol[9,10-d]imidazol-2-il)benzoaldeido) b) Estrutura do (E)-2-(4-(1H-fenantrol[9,10-d]imidazol-2-
il)benzildieno) de metila. C) Espectro de emissdo do (4-(1H-fenantrol[9,10-d]imidazol-2-il)benzoaldeido).
D) Espectro de emissdo do (E)-2-(4-(1H-fenantrol[9,10-d]imidazol-2-il)benzildieno) de metila (Gehlen et
al., 2020).

36



O difratograma de p6 de GOK apresenta alguns picos semelhantes ao do GO (vide
figura 16), como o pico de difracio (002), em d = 8,5A. O pico de difragio 002 do grafite
em d = 33A. E o pico em d = 2A que representa o pico de difracio (10) do GO. O
difratrdmetro estd apresentando na figura 29.
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Figura 29: XRD do GOK.

Imagens de microscopia eletronica de transmissao (TEM) de GOK também foram
obtidas e estdo presentas na figura 30. A presenga de regides escuras na imagem aponta
regides amorfas ou sem orientagdo no material, o que indica que ocorreu uma reagao
quimica que espalha os elétrons de uma forma mais intensa.

Figura 30: Imagem TEM em modo brightfield de dois flakes de GOK. A barra representa uma distancia de
20 nm.

O Raman de GOK também foi obtido e esta apresentado na figura 31. E possivel
notar a diferengas do espectro do GOK e GO (vide figura 22), h4 a presenga de um pico
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de anéis arométicos em 1593 cm’', e um pico fraco de nitrila em 2218 cm’,
correspondente aos grupos organicos introduzidos pelas rea¢des descritas.
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Figura 31: Espectro Raman de GOK. Obtido em 633nm.

Microscopia do GOK
Confocal

Imagens confocais foram obtidas para o GOK, e estdo apresentadas na Figura 32.
E possivel observar uma maior emissdo de fluorescéncia nas bordas do material,
indicando a presenga de grupos funcionais ou cromoforos de maior rendimento de
emissao.
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Figura 32: Imagens confocal de 4 flakes de GOK obtidas com laser 405 nm com poténcia nominal 15 mW,
com uma area de varredura de 40000x40000 nm, e resolugdo de 200x200 pixels.

Foi feito um mapeamento 3D de fluorescéncia nos flakes da Figura 32, que esta
apresentado na figura 33. Por esse mapeamento € possivel observar melhor ainda a maior
intensidade de fluorescéncia na borda do material.
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Figura 33: Mapeamento 3D de fluorescéncia de flakes de GOK, com maior emissdo na borda do material.

O decaimento dos flakes de GOK foram medidos, apresentando duas
componentes, € tratou-se esses dados da mesma forma como os de GO foram tratados,
dando origem a Tabela 3. Ap0s isso, utilizou-se a Equag@o 1 para obter o tempo de vida
média do GOK, que ¢ de 4.40 ns. O decaimento tipico de GOK esta representado nas
figuras 34 e 35.
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Data and Fitted Curve
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Figura 34: Decaimento do GOK utilizando o software Fast. Decaimento biexponencial.
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Figura 35: Decaimento de dois flakes de GOK.
Tabela 3: Tempos de vida e pesos do tempo de vida do GOK.
T1(ns) B T2(ns) B>
1.500 67,03 5.900 32,97
Widefield

Imagens SOFI de fluorescéncia em widefield do GOK foram obtidas e estdo
apresentadas na Figura 36. Novamente, possivel observar uma maior fluorescéncia
partindo da borda do material, muito similar ao que foi observado nas imagens de

microscopia confocal.
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Figura 36: SOFI de segunda ordem de GOK utilizando excitagdo em 405 nm, com tempo de aquisigdo de
7ms, com aumento de 1,6X e resolugdo de 300x300 pixels.
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Conclusodes

GO foi preparado através do método de Hummer modificado, e a partir desse GO
como precursor foi sintetizado um GO modificado com grupos benzimidazol substituido.
Ambos os materiais foram estudados através de diferencas técnicas de caracteriza¢ao, em
busca de compreender suas propriedades espectroscopicas, com énfase em como a
fluorescéncia desse material se diferencia. O espectro FTIR-ATR do GO apresentou
resultados tipicos de estiramento dos grupos presentes no material, estiramento O-H
(banda larga entre 3600 — 3000 cm™), 1716 cm™, 1620 cm™ e 995 cm!, indicando a
presenca de C=0, C=C e C-O-C, respectivamente. Da mesma forma o espectro FTIR-
ATR de GOK apresenta esses grupos funcionais com a presenga de estiramento dos
grupos nitrila (C=N, 2218 cm™"), amina aromatica (C-N, 1261 cm™!), estiramento C=0 de
éster (1733 cm™!), indicando a formacdo de benzoidazol substituido. Imagens TEM foram
analisadas, podendo observar regides escuras no GOK, devido a modificagdo quimica que
ocorreu induzindo uma maior densidade atdmica que resulta em um contraste no mapa
das imagens. Os espectros Raman apresentam formas diferentes, o de GOK apresenta
novos picos associados a anéis aromaticos ¢ nitrilas. As analises XRD dos materiais
apresentam resultados diferentes, novo picos foram formados em GOK. Os espectros de
emissao das microparticulas foram obtidos e notou-se uma diferenga marcante no
comprimento de onda maximo da emissdo, sendo este 600 nm para GO e 520 nm para
GOK. Além disso, foi possivel constatar um diferente comportamento da fluorescéncia
entre os dois materiais (GO e GOK) através de microscopia de fluorescéncia confocal e
de campo largo. Foi possivel observar uma maior emissdo do material modificado
quimicamente na periferia das microparticulas, regido onde a reacdo ocorreu
predominantemente. A dinamica de decaimento da fluorescéncia foi distinta entre os
materiais; o GO possui decaimento rapido com um tempo de vida normalizado de 0,3 ns
quando excitado em 473 nm na borda da absor¢do. Por outro lado, o GOK apresentou um
decaimento de fluorescéncia mais longo, com o tempo de vida médio de de 4.400 ns bem
mais longo. Todos esses resultados comprovam e atestam a diferenciagdo do novo
material emissivo GOK em relagao ao GO.
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