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Resumo

A hidroxiapatita (HA) € um mineral do grupo dos ortofosfatos de calcio
com uso diversificado sendo 0s principais em enxerto 6sseos e em proteses den-
tarias, devido ao fato da HA ser um dos constituintes do tecido 0sseo. Isso
agrega a esse material caracteristicas como biocompatibilidade, sendo por isso,
um material amplamente estudado nas ciéncias dos materiais. Corantes organi-
cos como o 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol séo conhecidos por emitirem fluores-
céncia devido ao mecanismo ESIPT (acrénimo do inglés para Excited State In-
tramolecular Proton Transfer). Este trabalho teve como objetivo a funcionaliza-
cédo da HA com corantes ESIPT a fim de se obter materiais com propriedades
fluorescentes a serem explorados, além da investigacdo do comportamento fo-
tofisico do corante emissor na matriz de HA. A utilizacdo de corantes ESIPT pos-
sibilita que a HA marcada emita no estado sélido, uma importante propriedade
fotofisica que abre um novo campo de investigacdo. A metodologia seguida para
a funcionalizagcdo da HA com os corantes ESIPT envolve a reagdo de grupos
silandis de silicio hidrolisados que sdo capazes de sofrer reacfes de condensa-
céo com os grupos hidroxila da estrutura do ortofosfato. Sendo assim, duas abor-
dagens foram seguidas, uma a sintese one-pot com o uso de agentes silanizan-
tes e a outra por etapas, em que foram sintetizados primeiramente os corantes
contendo grupos alcoxissilanos hidrolisaveis e posterior reagdo com a HA. Para
a caracterizacdo dos materiais foram utilizadas as técnicas de Infravermelho,
TGA, MEV, Espectroscopia de Reflectancia Difusa no UV-Vis, e Espectroscopia
de Emissdo de Fluorescéncia. Foi possivel comprovar que a HA foi funcionali-
zada com os corantes ESIPT e os materiais apresentaram intensa emissao de

fluorescéncia no estado sdélido.

Palavras-chave: Hidroxiapatita; ESIPT; 2-(2’-Hidroxifenil)Benzoxazol; Fluores-
céncia.
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Abstract

Hydroxyapatite (HA) is a mineral of the calcium orthophosphate group with diver-
sified use, being the mainly in bone grafts and in dental prostheses, since it is
one of the main constituents of bone tissue. This adds characteristics such as
biocompatibility to this material, making it a widely studied in material sciences.
Organic dyes such as 2-(2'-hydroxyphenyl) benzoxazole are known to emit fluo-
rescence due to the ESIPT mechanism (an acronym for Excited Intramolecular
Proton Transfer). This work aimed to functionalize HA with ESIPT dyes in order
to obtain materials with fluorescent properties to be explored, in addition to inves-
tigating the photophysical behavior of the emitter dye in the HA matrix. The use
of ESIPT dyes enables labeled HA to emit in solid state, an important photophys-
ical property that opens up a new field of investigation. The methodology followed
for the functionalization of HA with ESIPT dyes involves a reaction of hydrolyzed
silicon silanol groups that are capable of undergoing condensation reactions with
the hydroxyl groups of the orthophosphate structure. Thus, the two approaches
were followed, a one-pot synthetic one with the use of silanizing agents and the
other in steps, in which dyes containing hydrolysable alkoxysilane groups were
first synthesized and subsequently reacted with HA. For the characterization of
the materials, techniques such as Infrared, TGA, SEM, UV-Vis Diffuse Reflec-
tance Spectroscopy, and Fluorescence Emission Spectroscopy were used. It was
possible to verify that an HA was functionalized with ESIPT dyes and the materi-

als presented intense fluorescence emission in the solid state.

Keys-words: hydroxyapatite; ESIPT mechanism; one-pot reactions; 2-(2’-hydrox-

yphenyl)benzoxazole; fluorescence
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1. Introducéo

Fendmenos luminescentes ocorrem devido a absorcdo e emissdo de
energia em forma de luz. O que diferenciam os fenbmenos séo as formas de
excitacdo em que uma molécula € submetida, podendo ser por eletricidade, re-
acOes quimicas, calor, feixe de elétrons ou absor¢éo fétons. A excitacdo por ab-
sorcdo de fotons é chamada de fotoluminescéncia e esses fendbmenos podem
ser separados em duas formas: fluorescéncia ou fosforescéncia, sendo diferen-
ciadas pelas transicoes eletronicas que ocorrem em seus estados excitados.*
Moléculas organicas que emitem fluorescéncia com maior frequéncia, pois é pre-
CisO que ocorram simetrias orbitalares que permitam transferéncias de energia
para que ocorram esses os fendmenos luminescentes.? A fluorescéncia costuma
acontecer em moléculas aromaticas em razdo das conjugacdes existentes nes-
sas moléculas.®

Os benzoxéazois sdo compostos heterociclos que vem sido motivo de es-
tudos devido suas propriedades bioativas como antivirais, antitumorais, antibac-
terianas, antiinflamatérias e antifingicas.*’ Essas moléculas apresentam tam-
bém propriedades fotofisicas, como em marcadores luminescentes em biomate-
riais e proteinas, diodos de emisséo de luz organicos (OLEDSs), sondas fluores-
centes e sensores metalicos ou de pH.810

As moléculas da classe dos benzoxazois apresentam fluorescéncia de-
vida a existéncia do mecanismo de transferéncia proténica intramolecular no es-
tado excitado (em inglés ESIPT — Excited State Intramolecular Proton Trans-
fer),'* que ocorre, de maneira simplificada, com a absorcédo de féton por uma
molécula, fazendo com que ela passe do estado fundamental enol So para um
estado excitado enol S1, onde ocorre uma redistribui¢éo eletrénica. Consequen-
temente, a molécula passara para a configuracédo ceto excitada Si e a transfe-
réncia protonica intramolecular ird ocorrer. A molécula decaira da forma excitada
ceto S1 para a forma ceto fundamental So, perdendo a energia absorvida em
forma de fluorescéncia, passando por nova reconfiguracao eletrénica para voltar

a sua forma enol fundamental So.312



A hidroxiapatita € um mineral pertencente aos fosfatos de célcio, ampla-
mente conhecida na area medicinal devido suas utilizacbes como préteses e en-
xertos dentarios e 0sseos. Seu uso ocorre devido a bioatividade e biocompatibi-
lidade que ela possui, atuando como osteocondutora e osteoindutora.3 Essa bi-
oceramica € encontrada nos tecidos 6sseos dos seres humanos, facilitando sua
passagem pelas barreiras celulares sem ser repelida pelo sistema imunoldgico.
Calcula-se que no tecido 6sseo ela participe de 30 % a 70 % da composicdo.4
Sua utilizacdo estende-se como sondas biolégicas e como transportadora de far-
macos com liberagdo controlada.!®

Hidroxiapatitas dopadas com compostos fluorescentes, quantum dots,
lantanideos ou moléculas organicas, sdo desenvolvidas para monitoramento
através da fluorescéncia da extensdo de fraturas ésseas,'® controle das rotas e
conhecimento os sitios de ligagdo dos materiais sintetizados, ocorrendo também
com associacdo a farmacos, para acompanhamento mais preciso no desenvol-
vimento do mesmo, fazendo com que a hidroxiapatita fluorescente haja como
biomarcador.1”18

O presente trabalho busca unir a fluorescéncia que as moléculas organi-
cas com mecanismo ESIPT possuem com a HA por meio de ligacfes covalentes,
com finalidade de obtencdo dos materiais fluorescentes. Os materiais foram ob-
tidos de duas maneiras: one-pot e por reagcdes em etapas. Tendo assim, finali-
dade de comparacao dos resultados para otimizacao das sinteses dos materiais,
uma vez que reacdes one-pot sdo conhecidas pela otimizacéo de tempo reacio-
nal e geracao de menos residuos. Através dos estudos fotofisicos é esperado,
evidenciar as ligacdes feitas entre a HA e os corantes pelas mudangas nos es-
pectros de emissao fluorescéncia e pelos espectros de reflectancia difusa no UV-
Vis, uma vez que os corantes benzoxazoéis possuem bandas caracteristicas em

ambos os espectros devido ao mecanismo ESIPT.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Obtencéo de particulas de hidroxiapatita fluorescentes por modificacédo da
superficie empregando corantes fluorescentes por mecanismo de transferéncia

protonica intramolecular no estado excitado.

2.2 Objetivos Especificos

» Sintetizar corantes fluorescentes da familia dos 2-(2’-hidroxifenil)benzoxa-
z6is com diferentes grupos funcionais como amino, isocianato e alcoxis-
silano.

» Incorporar quimicamente os corantes fluorescentes sintetizados na hidro-
Xiapatita.

» Ultilizar diferentes rotas de modificacdo da hidroxiapatita.

» Aplicar as técnicas de Espectroscopia de Reflectancia Difusa no Ultravio-
leta-Visivel e de Fluorescéncia no estado solido para elucidar os proces-
sos fotofisicos que ocorrem quando ha interacdo dos corantes com a hi-
droxiapatita.



3. Reviséo Bibliogréfica

3.1. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita € um mineral pertencente ao grupo dos fosfatos de calcio,
sendo considerada como um dos materiais com maior estabilidade dentro desse
grupo e baixa solubilidade.® Sua férmula molecular genérica é
[Ca10(POa4)s(OH)2],*° férmula padrdo das apatitas Mi1o(ZOa4)eX2, equivalente a
uma célula unitaria, com razdo Ca/P igual a 1,67.%°

Esse mineral € comumente encontrado em um sistema hexagonal,
quando em temperatura ambiente, atomos de calcio sdo rodeados por atomos
de oxigénio com carga negativa, pertencentes os grupos fosfatos, implicando em
interacdes eletrostaticas para formacado de sua estrutura cristalina.?® Nesse sis-
tema, apresenta parametros de rede de aproximadamente a = b =0,9432 nm e
¢ = 0,6881 nm, fazendo parte do grupo espacial Pes/m. O P indica um sistema
hexagonal primitivo, entdo além das coordenadas citadas, ela também possuira
angulos de a =B =90° e y = 60°.%1

Em sua estrutura é observado a existéncia de oxigénios negativos (carga
1°), provenientes das hidroxilas que ficam nos extremos dos planos basais, com
intervalos equidistantes. Alguns dos ions de célcio da célula unitaria da hidroxi-
apatita, formam interacdes eletrostaticas com essas hidroxilas, como visto na
figura 1.22 As hidroxilas presentes nesses extremos S840 responsaveis por uma

série de ligacdes e interacdes que a bioceramica faz, incluindo com biomolécu-
|as_22—24
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Figura 1. Estrutura da HA vista em perspectiva 2D com as interacdes eletrostéticas

que acontecem na célula unitaria do material.??



A hidroxiapatia € o principal mineral encontrado no tecido ésseo, podendo
fazer parte de 30% a 70% da composicdo,?® o que explica a sua biocompatibili-
dade e bioatividade. Seus nanocristais sao encontrados depositados ao longo
das fibras de colageno nos tecidos 6sseo0s.?® A alta resisténcia a compresséo e
compatibilidade bioldgica faz com que ela também seja chamada de biocera-
mica. O principal uso desse biomaterial ocorre na medicina, em implantes, pro-
teses e enxertos 6sseos, ocorrendo principalmente, devido a sua biocompatibili-
dade, onde ela age como osteocondutora, permitindo a aposi¢édo de tecidos 0s-
seos para regeneracao do tecido em sua superficie, e sua bioatividade em que
acaba agindo como osteoindutora, fazendo o trabalho de inducédo de formacéo
de osteoblastos no local em que é aplicada. A facilidade em incorporar moléculas
fisicamente ou quimicamente em sua estrutura, faz com que ela também seja
usada como transportadora de farmacos no organismo, com liberacdo contro-
lada e alvo especifico (Figura 2).1> Exemplo disso, é capacidade de incorporacéo

em sua microesfera, farmacos com acédo antibacteriana.?®

Proteins/ DNASYRNAs

(BMPs)

Bone morphogenic proteins
SI0PMEJ INOAS)

Proteins/ Drugs/Therapeutic agents

Figura 2. Exemplos das utilizagGes dos fosfatos de célcio em algumas areas.!®



A temperatura usada para a obtencao das hidroxiapatitas influencia dire-
tamente na sua cristalinidade, tamanho dos poros e microestrutura,?’” um exem-
plo disso é que para obtencdo da hidroxiapatia biologica, ou seja, com a mesma
cristalinidade que a encontrada no nosSso organismo, em que precisa-se de duas
etapas de sintese, sendo uma delas com temperaturas até 50° e outra com tem-
peraturas que chegam a 1200 °C.?® A HA obtida sinteticamente, acaba diferen-
ciando-se da hidroxiapatita encontradas nos tecidos 6sseos e dentarios. Toda-
via, para a obtencéo dessas biocéramicas com uma maior proximidade possivel
da cristalinidade compativel com as desses tecidos, metodologias aplicadas com
residuos biodegradaveis?® (sendo em sua maior parte esses residuos de animais
e vidas marinhas,3® hidrotermais limpas com calcificacdo e temperatura®® e sol-
gel, as mais comuns),?’ veem sendo estudadas com essa finalidade.

E comumente visto na literatura, que a hidroxiapatita pode ser funcionali-
zada com grupos silanizados ou fosforados®!, tendo como finalidade a obtencéo
de uma estrutura que permita a ligagdo de biomoléculas?2242532 gu corantes flu-
orescentes em sua superficie.®® O contrario também pode ocorrer, a funcionali-
zacdo de um corante organico ou biomolécula para posterior ligagdo com a hi-
droxiapatita.®? O tipo de interaces que ocorrem entre a HA e os alcoxissilanos,
sao ligacbes covalentes entre os atomos de oxigénio de grupos organossilanos
e 0s grupamentos hidroxila presentes na superficie da hidroxiapatita, como apre-
sentado na figura 3, tendo como exemplo de ligacdo covalente a policondenca-
cao (a) e as interacdes eletrostaticas sdo apresentadas como fisiossor¢des (b e
c).?* Os alcoxissilanos sdo os grupos mais usados para promover a ligagdo co-
valente com a hidroxiapatita, por possuirem grupos amino terminais em sua es-
trutura, o que permite posterior ligacdo com outras moléculas, exemplo disso é
a molécula de aminopropil-trietéxissilano (APTES) (Figura 3).3? A maior parte das
moléculas ligadas a HA possuem grupamento amino terminal, mas também po-
dem ocorrer ligagdes entre moléculas orgénicas ligadas e essa bioceramica atra-

vés da ativacdo de grupos ésteres.3
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Figura 3. Tipos de interagbes que a HA faz com alcdxissilanos. (Adaptado de Russo,

L.; etal).®

As interacfes eletrostaticas entre os grupamentos hidroxila da superficie
da hidroxiapatita e de biomoléculas, sao intera¢des fracas que dificultam as liga-
cOes covalentes entre a hidroxiapatita e 0os grupos silanos. Por isso € recomen-
dado que a funcionalizacdo da hidroxiapatita ou do corante organico silanizado,
seja feita antes da formacé&o do produto final na rota de sintese da HA.16:32

Um fator relevante no processo de silaniza¢do das hidroxiapatitas, é que
0s grupos silanos sao considerados citotéxicos quando livres, mas quando liga-
dos com essa hanoparticula ndo apresentam citoxicidade, devido ao fato de nédo
ocorrer liberacéo de ions Si** no meio, que é a causa da citotoxicidade dos com-
postos sililados, em sua maioria.?® As interacdes que a HA faz com as proteinas
podem acontecer de duas maneiras: através de faces: o lado “C” (referente ao
Ca?*) e o lado “P” (referente ao PO4’), conforme sua composicéo e orientacdo

mostrado na figura 4.%°
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Figura 4. Estrutura hexagonal da HA com os sitios de ligacdo P e C indicados (adap-
tado de Haider, A. et al.).?®

Quanto as incorporacdes de biomoléculas, como proteinas, nas hidroxia-
patitas, sabem-se que quando dopadas com lantanideos/quantum dots ou com
corantes organicos, sdo usadas como biomarcadores e sondas para imagem de
tecidos/células 6sseas.?3> Também é possivel serem incorporados drogas e flu-
oréforos na hidroxiapatita, para controlar o alvo da droga e o caminho percorrido
através da fluorescéncia. Como a bioceramica ndo apresenta citotoxicidade, nédo
oferece perigo de rejeicdo no organismo, facilitando o caminho a ser percorrido
pela droga.®® Estudos mostram as HA sendo usadas também como alvos para
sensores de pH fluorescentes, o que pode ajudar em diagndsticos de tumores,
inflamacdes e fraturas, que estdo associados as mudancas de pH no orga-
nismo.3’

As interacBes com biomoléculas e nanoparticulas fluorescentes também
possibilitam com que o material seja usado como detector de baixos niveis de

determinados biotidis (tidis com alguma funcionalidade biol6gica).3®
3.2 Benzoxazbis e suas aplicacdes

Os benzoxazodis (HBO) sdo moléculas organicas heterociclicas aromati-
cas, que se formam pela fusdo de um benzeno com um anel oxazol, mostrado

na figura 5 um nucleo de benzoxazol. Na constituicdo genérica, tem-se o anel
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azolico com dois heteroatomos em sua composi¢ao na posi¢cao 1 e 3 em um anel
de 5 membros, sendo um deles o nitrogénio, ao qual participa ativamente do
mecanismo ESIPT, e o outro heteroatomo o oxigénio.3® Essas moléculas séo
obtidas quase sempre por condensacgéo, onde ocorre uma adi¢cao seguida pela
eliminag&o de anilinas orto-substituidas com compostos carboxilados derivados

do acido salicilico.4°

@)

)

N

Figura 5. Nucleo de um benzoxazol.

Os compostos heterociclicos, como o benzoxazol, tem sido motivo de es-
tudos principalmente devido as suas atividades biolégicas. O HBO possui ativi-
dade antibacteriana,*! antifingica,*? antitumoral quando ligadas ou ndo a metais
de transicdo,*® antiinflamatoéria,** sabe-se também de atividades antioxidante® e
até de estudos onde o benzoxazol é usado no combate do HIV.> Quanto ao seu
uso como agente antitumoral, ao estar ligado a metais de transicéo o funciona-
mento das moléculas acaba sendo facilitado como quimioterapico, devido as in-
teracGes do metal com moléculas de DNA,*3 mas existem também estudos que
indicam essa funcionalidade sem a complexacdo com metais de transi¢éo.>®

Esses corantes sdo também muito utilizados devido suas caracteristicas
fotofisicas, tendo seu uso como sondas fluorescentes, podendo ser ou nao fun-
cionalizados com polimeros,® como OLEDs (Organic Light Emitting Devices),*®
como sensores fluorescentes,*® estabilizadores UV e biomarcadores.*” E possi-
vel ser visto que em muitas dessas funcdes fotofisicas que o HBO demonstra,
ele aparece ligado a polimeros, sem perder as propriedades de emisséao de flu-
orescéncia em sua maioria, o que pode auxiliar em um aumento de seletividade,
dependendo da funcéo que se espera.10:3546:48-53

Quanto ao uso dos HBO em materiais, na literatura encontram-se exem-
plos da dopagem desses corantes na superficie de polimeros ou de materiais
inorganicos, principalmente associados a sondas fluorescentes.® Mas também
tém-se exemplos do uso em sensores metalicos, baseado em interagdes supra-

moleculares e na conjugacdo dos corantes com 0s microporos dos polimeros
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formados.%? Estudos farmacolégicos sobre a imobilizacdo de corantes benzoxa-
z06is na HA apresentaram resultados promissores quanto a passagem do com-
posto formado através das membranas celulares.>* Suportes de nanoparticula
HA com Fe?* foram usados como catalisadores em reacdes de obtencdo dos
corantes benzoxazois e benzimidazéis, seguindo os principios da quimica verde

através da metodologia one-pot (Figura 6).%°

©:xn; : NH,

, O e NH, ,
N, 4 R-CHO - N
I N R 2 \>

1 R
& 50 EtOH, r.t. Cat: 10 mg E1OH, r.1. N

R=Alkyl, Aryl. CHO

QL0 Q 1-Fe05
Q O
Cat: \) K} HAP
Q QQO Q Fe

Figura 6. Exemplo da literatura de HA em nanoparticula magnéticas como catalizador

dos produtos benzoxazol e benzimidazol.%®

As funcdes fotofisicas das moléculas de benzoxazol sdo possiveis gracas
ao mecanismo ESIPT, que é uma das maiores caracteristicas que esses coran-
tes possuem.! Modelos teéricos podem ajudar a uma melhor compreenséao des-
ses mecanismos, em que se observam que os tipos de transicdes que ocorrem
nas moléculas HBO associadas ao mecanismo ESIPT, sédo do tipo T>1* e que
o tautdmero formado no estado excitado é o que possui maior estabilidade,
guando comparado ao estado excitado enol, como visto na figura 7. O que favo-
rece também a transicao proténica € a proximidade do grupo doador de proton
da hidroxila ligada ao anel fendlico, do grupo aceptor de préton, que no caso € o

nitrogénio pertencente anel azdlico da molécula.56:57
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Figura 7. Estrutura do 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol e seu tautdmero no mecanismo
ESIPT.*

3.3. Mecanismo ESIPT e Deslocamento de Stokes

O mecanismo ESIPT vem instigando o interesse em estudos recentes de-
vido suas propriedades fotofisicas, que Ihe conferem estabilidade em sua forma
no estado excitado. Moléculas que exibem mecanismo ESIPT, possuem aplica-
cao em sensores fluorescentes, corantes para laser, sondas, marcadores celu-
lares, estabilizador UV e OLEDs.10:11,58-60

Esse mecanismo pode ocorrer em moléculas aromaticas, onde em sol-
ventes polares aproéticos, ha um favorecimento de uma redistribuicdo eletronica
da molécula no estado excitado, e consequentemente a transferéncia proténica
intramolecular no estado excitado ira acontecer. A molécula, obrigatoriamente,
deve possuir um grupo hidroxila com forte ligagéo intramolecular que ira funcio-
nar como grupo doador de préton e um heteroatomo proximo dessa hidroxila e
com orbitais moleculares vazios simétricos, para funcionar como o grupo aceptor
desse préton.®

Quando ¢ irradiado um feixe luz ultravioleta na molécula, ela acaba ab-

sorvendo essa energia e passando de um estado fundamental enol So para um
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estado excitado enol Si1, entdo o grupo doador de préton ird assumir um carater
mais acido e o aceptor um carater mais basico, fazendo com que ocorra a redis-
tribuicdo eletrénica da molécula, passando para a forma excitada do tautbmero
ceto Si, podendo esta etapa ocorrer de forma extremamente rapida devido a
proximidade do grupo aceptor. O tautdmero ceto excitado tem sua relaxacao
onde ira perder a energia absorvida pela molécula em forma de fluorescéncia,
passando para um estado fundamento ceto So, onde sofrera nova redistribuicdo
eletronica, voltando para sua forma enol fundamental So (Figura 8). Nenhuma
mudanca fotoquimica ocorre na molécula, o que lhe d& caracteristicas fotofisi-

cas.1?
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Figura 8. Exemplo de como ocorre o mecanismo ESIPT. (Adaptado de Del Valle, J. C.;
Catalan ).%t

Pelas regras estipuladas por Kasha em 1950, moléculas poliatbmicas de-
sativam o mecanismo luminescente através do relaxamento através dos niveis
vibracionais de estados eletronicos de mesma multiplicidade até atingir o pri-
meiro nivel vibracional do estado eletrdnico singleto de menor energia (S1).6?
Sendo que o processo s6 pode acontecer, pelas regras, do estado singleto S
para o estado fundamental So, mostrado também na figura 8. O nome dado a
esse processo de desativacado é cruzamento interno (Cl), sem emisséo de radi-
acdo e que ocorre de maneira rapida, cerca de 103s.3

A absorcao da molécula na regido do ultravioleta e posterior emissao na

regido do visivel confere ao mecanismo ESIPT sua principal caracteristica: um

12



grande deslocamento de Stokes. A perda de energia que a molécula tem entre
sua excitacdo e sua emissdo pode ser evidenciada através de seus espectros.
O decaimento da molécula ocorre de maneira rapida, dos niveis vibracionais
mais baixos de Si para niveis vibracionais mais altos de So, perdendo energia
de excitagdo em excesso através do processo de termalizacdo das energias vi-
bracionais acumuladas.®>” O mecanismo ESIPT, tipicamente, obedece as regras
de Kasha.!

O que pode ser visto na literatura, sdo exemplos do mecanismo ESIPT
com variagdes nos espectros de absor¢cdo conforme controle cinético, podendo
ser acompanhado pela quimica computacional.®® Da perspectiva da quimica
computacional, também existem estudo que falam sobre a influéncia da variacéo
do substituinte mediante expansdo do orbital T no mecanismo ESIPT.®* O me-
canismo ESIPT pode sofrer variagcbes nos seus espectros conforme o solvente
escolhido, guando em solucdo. Dependendo do solvente pode haver uma maior
estabilizacdo na forma enol da molécula ou a estabilizacdo pode ser deslocada
para o tautdmero ceto. Solventes apréticos costumam demonstrar mais estabili-
zacao do tautdmero, o que favorece um maior deslocamento de Stokes.%®

Na utilizacdo de moléculas com mecanismo ESIPT em materiais, sdo vis-
tos usos na funcionalizacédo de silicatos®®, funcionalizacdo de polimeros para
aplicacdo em sondas fluorescentes, como mostrado na figura 9,'° em sensores
fluorescentes,®® em materiais optoeletronicos.” Em OLED, acabam sendo de

grande utilidade, devido ao fato de que emitem na regido do visivel.®®

Figura 9. Exemplos de poliquinolinas com mecanismo ESIPT.%!

Atraves do diagrama de Jablonski, mostrado na figura 10, tem-se a ideia

de que o que diferenciam os processos de fluorescéncia e de fosforescéncia,
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sao o0s processos de conversfes que acontecem quando a molécula sofre rela-
xacao dos niveis vibracionais. Na fluorescéncia as moléculas sofrem os proces-
sos de conversao interna (Internal Conversion - IC), que como ja visto, sao per-
mitidos pelas regras de Kasha, passando de um estado excitado Si1 até niveis
vibracionais mais baixos do estado eletronico fundamental So. Nos processos de
fosforescéncia, o que ocorre sdo 0s processos de cruzamento intersistemas (In-
ternal Charge Transfer - ICT), onde acontecem a troca de multiplicidade e tran-
sicOes entre o estado eletronico excitado Si1 para estado eletrénico excitado T1,
decaindo desse para o estado eletronico fundamental So, ndo sendo processos

permitidos pelas regras de Kasha.?

Ic
ESA
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absorbption
flugrescence
IC

w
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Figura 10. Exemplo de Diagrama de Jablonski.®°

Espectros de emissao sao independentes dos espectros de excitacao, de-
vido as perdas de energia que podem ocorrer nos niveis vibracionais dos estados
eletrbnicos e transi¢cdes eletrbnicas intramoleculares, como mostrado no dia-
grama de Jablonski. O espectro de excitacdo e de emissédo sao, em sua maioria,
uma imagem espelhada um do outro, porque teoricamente, a energia absorvida
através de fotons tem de ser emitida de alguma forma.®°

A diferenca entre o comprimento de onda maximo do espectro de absor-
cao e do espectro de emissado, tem como resultado o deslocamento de Stokes.
Tipicamente, moléculas fluorescentes costumam ter o deslocamento entre 30 e
80 nm, o que acontece nas moléculas com mecanismo ESIPT é que esse des-

locamento pode chegar a valores préximos de 200 nm.'? O deslocamento de
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Stokes pode ser relacionado com o aumento de sensibilidade de deteccdo da
fluorescéncia de um cromoéforo, ndo necessariamente com a intensidade.” Cro-
moforos com valores maiores de deslocamento de Stokes acabam tendo sua
fluorescéncia mais detectavel do que com menores valores do deslocamento, o
que acaba sendo mais desejavel para aplicacdes bioldgicas, uma vez que evita

erros na fluorescéncia causados pela auto extingdo ou retroespalhamento.”®

3.4. Reagbes One-Pot

Rotas sintéticas mais econdémicas e limpas estdo sendo op¢des mais via-
veis e procuradas dentro da sintese organica, com o apelo aos principios da
quimica verde citados na Figura 11, procurando rotas em que ocorram menos
desperdicio de solventes e com menos geracdo de residuos possiveis.’? Entre
as rotas sintéticas escolhidas, estdo as de metodologia one-pot. Isso devido a
otimizacao dos processos de sintese, com menos uso de solventes, que ira ter
como consequéncia uma geracao menor de residuos, além da reducédo de tempo
gasto isolando produtos. As rea¢des one-pot acontecem em um Unico meio, sem
gue seja necessario isolar produtos intermediarios, podendo ocorrer de forma

multicomponente ou multi-etapas.”
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Figura 11. Principios da quimica verde onde o termo “green synthesis” vem de sintese

verde. (Adaptado de Valavanidis, A.).”

O termo one-pot costuma ser definido como uma estratégia para otimizar
0 processo reacional de uma reacdo quimica, sem que haja mudanca no meio

reacional, ou seja, no mesmo baldo ou recipiente escolhido para a reacdo. Os
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termos usados podem ser diferentes conforme autoria do trabalho citado, sendo
exemplos como cascata, domino e tandem, mas todos se referindo ao mesmo
conceito.”

Essas metodologias reacionais aplicadas aumentam consideravelmente a
complexidade da molécula sintetizada, podendo ser realizados ao mesmo tempo
varios niveis de sintese convergentes para a obtencdo de um produto, sendo de
grande interesse, principalmente, na industria farmacéutica, pela complexidade
das moléculas formadas com uma unica metodologia com menor desperdicio de
solventes.’

Em um contexto de reacdes one-pot, reacbes multicomponentes podem
serem feitas com até mais de 4 componentes, utilizando o mesmo meio sem que
haja ha necessidade de intervencdes entre as etapas reacionais utilizadas.’®

Dentro da sintese de materiais, as metodologias one-pot acabam sendo
aliadas também por causa da dificuldade de solubilizacdo de alguns compostos,
como a hidroxiapatita, 0 meio reacional sendo Unico, facilita as reacdes comple-
xas de acontecerem. Bases inorganicas magnéticas contendo HA, sao vistas
sendo usadas até, como catalisadores em rea¢des de sintese organica seguindo
os principios da quimica verde e das reacdes one-pot.”” Outro exemplo dado
pela literatura, é essa metodologia sendo usada na obtencéo de polimeros, vi-
sando a aceleracdo do processo de sintese desses materiais. As inUmeras hi-
droxilas na superficie da HA auxiliam na ligacdo de materiais e moléculas na

bioceramica, o que facilita também as reacdes one-pot de ocorrerem.’®
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4. Resultados e Discusséao

A funcionalizac&o da HA foi realizada segundo metodologias de modifica-
cao de superficie, que ocorrem com 0s grupos hidroxila presentes na superficie
da bioceramica. A abordagem escolhida para a obtencao de HA fluorescente foi
o emprego de alcoxidos de silicio que, ao sofrerem hidrolise, sdo capazes de
condensar com as hidroxilas dos grupos ortofosfatos presentes na estrutura da
hidroxiapatita.

Para a obtencdo da HA fluorescente foram utilizadas duas rotas, sendo
elas: a) funcionalizacdo da HA a partir do corante silanizado, b) funcionalizac&o
da HA utilizando os agentes de silanizacdo isocianato-propiltrietoxisilano (IP-
TES) e o amino-propiltrietoxisilano (APTES), e dos corantes 2-(5’-amino-2’-hi-
droxifenil)benzoxazol (HBO) e o 2-(5-isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzoxazol
(HBOCN), via one-pot. Independentemente da rota utilizada, o solvente utilizado
para a imobilizacdo quimica dos corantes na superficie da HA foi o acetato de
etila em temperatura de refluxo por 24 e/ou 48 horas. As duas metodologias
foram empregadas afim de serem feitas comparac¢des entre as obten¢des dos
produtos, uma vez que mais de um tipo de interacdes entre a HA e grupos sila-
nizados podem acontecer em um mesmo meio, como interacdes eletrostaticas e
ligacdes covalentes.

O primeiro corante silanizado utilizado foi o 2-[5’-N-(3-trietoxisilil)propilu-
réia]-2-hidroxifenilbenzoxazol (Esquema 1, 1), o qual possui 0s grupos alcoxissi-
lanos que se ligam covalentemente aos grupos hidroxila da HA na formacao do
material HA-HBO-IPTES. O segundo corante silanizado utilizado foi o 2-[5’-N-(3-
trietoxisilil)propiltiouréial-2-hidroxifenilbenzoxazol (Esquema 1, 2), o qual possui
também grupos alcoxissilanos que se ligam covalentemente aos grupos hidroxila
da HA na formacgao do material HA-HBOCN-APTES.

Para a funcionalizagcdo da HA com corantes silanizados via one-pot (Es-
gquema 2), foram empregados os HBO e o HBOCN. Para o corante fluorescente
HBO foi utilizado o APTES, a fim de proporcionar a ligacdo covalente entre o
grupo amino do corante e o0 grupo isocianato do agente silanizante. Ja para o

corante fluorescente o HBOCN o0 agente silanizante empregado foi o APTES, de
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maneira que 0 grupo isotiocianato reage quimicamente com o0 grupo amino do
APTES.

4.1. Funcionalizagdo da HA com corante silanizados

Primeiramente foram sintetizados os corantes 2-[5’-N-(3-trietoxisilil)propi-
luréia]-2-hidroxifenilbenzoxazol (1) e 2-[5’-N-(3-trietoxisilil)propiltiouréia]-2-hidro-
xifenilbenzoxazol (2). Para a sintese do corante 1 foi utilizada a reagéo entre o
HBO e o IPTES e para a sintese do corante 2, o HBOCN reage com o APTES.
Posteriormente, os corantes silanizados reagiram com a HA para a formacao da
HA fluorescente (Esquema 1). Os materiais foram lavados com solventes orga-

nicos a fim de remover os corantes que nao se ligaram quimicamente na HA.

o- s| @E >_© ACOE, refluxo, 24/48h (:[ :

IPTES X = NCO 3
APTES X = NH, 9
HBO Y = NH, = | o
HBOCN Y = NCS % |oH
c
3 HA
N
S
=

HO 7
Nﬁ JJ\ N0
S

1 R = NHCONH(CH,)3Si(OCH,CHs)s
2 R = NHCSNH(CH,)3Si(OCH,CH3)s
HA-HBO-IPTES Z = S
HA-HBOCN-APTES Z = O

Esquema 1. Obtencdo da HA fluorescente a partir de corantes silanizados.
4.2. Funcionalizacdo da HA com corantes silanizados one-pot

A metodologia de obten¢éo da HA utilizando agentes silanizantes foi feita
em uma Unica etapa (one-pot) onde os reagentes foram colocados para reagir
na presenca da HA (Esquema 2). Durante o refluxo em acetato de etila, ocorre
a reacdo entre o grupo X (X= NHz - APTES, X= NCO - IPTES) do agente silani-
zante com o grupo Y (Y= NH2z - HBO, Y= NCS - HBOCN) do corante através de
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uma reacgao de adicdo nucleofilica. Ao mesmo tempo que ocorre a formagéao dos
corantes silanizados, os grupos alcoxissilanos dos reagentes APTES e IPTES
reagem com os grupos hidroxila da HA formando ligacdes covalentes entre os
corantes fluorescentes e a HA. Os materiais foram lavados com solventes orga-

nicos a fim de remover os corantes que nao se ligaram quimicamente na HA.

HO HO
\ C.)/\ N OH AcOEt, refluxo, 24 h j\
O-Si + N + OH@ —— N N NS 0
I‘\—\ o OH H H SI:OB ’
\/O X v 0

IPTES X = NCO HA- HBO-PTES-onepot Z = O
APTES X = NH, HA-HBOCN-APTES-onepotZ = S
HBO Y = NH,

HBOCN Y =NCS

Esquema 2. Funcionalizacdo da HA empregando metodologia one-pot.

Como citado nas referéncias, os grupos silanizados podem fazer intera-
cOes eletrostaticas com a hidroxiapatita, 0 que acabaria prejudicando na efetivi-
dade das ligacGes covalentes das hidroxilas, que tendem a ficar na superficie do
material.3? Acredita-se que com os processos de lavagem e centrifugacdo em
que os produtos das reac6es sdo submetidos, as interacfes eletrostaticas sejam
parcialmente eliminadas e com isso, restem uma por¢cao maior de ligacdes co-

valentes nos produtos finais.

4.3. Caracterizacdo dos materiais por Espectroscopia no Infraverme-
lho

Para o espectro de infravermelho da HA, apresentado na figura 12, foi
possivel observar bandas do estiramento de O-H em 3520 cm, entre 1641-1600
cm as vibracdes do estiramento antissimétricos de CO3, os estiramentos an-

tissimétricos dos ions PO4 encontram-se em 1082 cm™ e 831 cm™.
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Figura 12. Espectro na regido do Infravermelho da HA (em pastilha KBr).

No corante 1, apresentado na figura 13, foi possivel notar a presenca de
bandas de estiramento do NH do grupamento uréia -NHCONH- que se sobre-
p&em a hidroxila fenélica em 3360 cm*. Ligacdes de C-H alifaticos foram obser-
vadas pelos estiramentos entre 2968-2912 cm. Entre 1669 cm™ foram encon-
tradas bandas referentes as ligacdes C=0 da carbonila, e em 1586 cm™ as ban-

das de estiramento referentes a C=C aromatico.

—1
120
100
A
= 2968-2912 (C-H alifatico)
¥
< 80+
@ ~
2 3360 (NH)
«@
"E 60 P 4 A
7} 1669 (C=0) X
% 1586 (C=C aromético)
= 404
HQ
N N>_<>*~\
20 - (L2
-y _“NJLN_(CHg.j-snom
H H = &
0

3 T . T &% T 2 T 2 T ki T g T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm™)

Figura 13. Espectro de absorcéo do corante 1 (em pastilha de KBr).
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No espectro de infravermelho do material HA-HBO-IPTES-onepot, mos-
trado na figura 14, feito através da metodologia one-pot, foi possivel observar a
presenca de uma banda larga em 3485 cm referente ao grupo O-H da HA, es-
tiramento em 2968 cm referente aos C-H alifaticos do corante benzoxazol e
bandas em 1082 cm?, referentes ao PO4* da HA.

—— HA-HBO-IPTES-onepot|

120

\\

100 ~ N
2968 (C-H alifatico)

s
3485 (OH)
80 +

60 +

Transmitancia (%)

40 +
HO
J (TN\\ />___\‘, o 4

| s\ 2. y .

20 + & 0 \—QHJL”/\/&C()J’;O 1082 (Poi)

0 — T T T T ' T "~ T T T T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 14. Espectro de infravermelho do HA-HBO-IPTES-onepot (em pastilha KBr).

No espectro do material HA-HBO-IPTES, mostrado na figura 15, feito
através do corante silanizado 1 com a HA, foram observados sinais dos
estiramentos do O-H em 3477 cm™, pertencentes a HA. Entre 3010-2968 cm
encontram-se as bandas dos estiramentos de C-H alifaticos. Em 1669 cm! foram
vistas bandas referentes ao C=0 do corante e em 1068 cm™, continuou sendo

visivel a banda de estiramento do PO43 da HA.
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Figura 15. Espectro de infravermelho do HA-HBO-IPTES (em pastilha de KBr).

Ao serem comparados, os espectros no IV dos materiais HA-HBO-IPTES-
onepot, HA-HBO-IPTES e HA com o corante 1, na figura 16, foi possivel eviden-
ciar que as bandas caracteristicas do corante sao vistas nos materiais HA-HBO-
IPTES-onepot, HA-HBO-IPTES, demonstrando indicios da funcionalizagdo da
HA. As baixas intensidades nas bandas de absor¢cédo do corante nos materiais
tém como principal motivo, a menor propor¢cdo dos mesmos quando comparado
com a matriz inorganica. No material da reacdo one-pot, evidenciou-se de forma
mais elucidada as bandas alifaticas do corante benzoxazol, comparado ao ma-

terial obtido a partir da molécula 1.
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Figura 16. Espectro de infravermelho da HA e dos produtos HA-HBO-IPTES-onepot,
HA-HBO-IPTES e da molécula 1 (em pastilha de KBr).

O espectro do corante HBOCN, apresentado na figura 17, mostrou estira-
mento da ligagédo O-H entre 3600-3400 cm-1, estiramento forte e intenso do grupo
isotiocianato N=C=S entre 2174-2160 cm™ e estiramento do grupamento -NCO
entre 1522-1480 cm™.

'HBOCN|
120 - '

100 v
3519 (OH)

80 -

60 - 1522-1480(-CN)

Transmitancia (%)

40 4 2175 (-NCS) HO
CI-)
20 9 N=C=S

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
Figura 17. Espectro de infravermelho do HBOCN (em pastilha de KBr).
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Figura 18. Espectro de infravermelho do corante 2 (em pastilha de KBr).

Ao passar pela etapa reacional com o APTES para a formacédo da molé-
cula 2, o composto deveria apresentar um grupamento tiouréia em sua compo-
sicdo. Mas o que pdode ser visto, foram estiramentos intensos e fortes nas fre-
guéncias entre 1530-1460 cm?, referente a ligacéo -CN pertencente ao grupo -

OCN (Figura 18 e 19), o que indica que a reacdo nao ocorreu.

Transmitancia (%)

|

R A DL B L L L IL BELL L L B B L B
3600 3240 2880 2520 2160 1800 1440 1080 720

Numero de onda (cm™)

Figura 19. Espectro de infravermelho do HBCN e da molécula 2 (em pastilha de KBr).
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O esperado era de que o corante usado na funcionalizacdo com alcoxis-
silanos, perdesse o estiramento do -NCS , e o que p6de ser visto, foi um estira-
mento enfraquecido na frequéncia de 2172 cm*, mostrando que o produto possui
tracos do reagente remanescentes, ou que nao se converteu. A banda do esti-
ramento da ligagdo do -C-H alifatico, foi vista na frequéncia entre 2991-2861 cm-
1.

No espectro do material HA-HBOCN-APTES-onepot, mostrado na figura
20, feito através da metodologia one-pot, foram observadas bandas de
estiramentos antissimétricos do COs? entre 1683-1592 cm, as bandas referen-
tes ao C-H alifatico, aparecem entre 2982-2912 cm. Entre 3603-3401 cm™ en-
contram-se os estiramentos do O-H e em 1076 cm™ os estiramentos pertencen-
tes ao PO4* da hidroxiapatita.

——HA-HBOCN-APTES-onepot]

N/

120

X \

R0 6831592 (COZ
29822912 C-H alifaticos 108571592 (CO3)

/

3603-3401 O-H
80 +

60

Transmitancia (%)

40

Q
o}

Q9

HO,
Nd S s
@:O/ \/ I 1076 (PO3)
N7 NN
20 HoOH Sig

I 1 ] I I I I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 20. Espectro de infravermelho do HA-HBOCN-APTES-onepot (em pastilha de
KBr).

No material HA-HBOCN-APTES (Figura 21) foram vistas bandas em fre-
quéncias préprias da hidroxiapatita como entre 1641-1586 cm™ referentes ao
estiramento COs? e nas frequéncias de 1076 cm™ e 825 cm™, referentes aos
estiramentos do PO4%.

Ao compararmos o corante 2 com o material HA-HBOCN-APTES (Figura

22) que é a hidroxiapatita funcionalizada com o corante silanizado, percebemos
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que as bandas do C-H alifatico continuam localizadas em uma regido proximo a
2961-2884 cm, o que aparecia no corante funcionalizado e o O-H entre 3652-

3400 cm?, podendo ser referentes a hidroxila fenélica ou a hidroxiapatita.

120 - —— HA-HBOCN-APTES|
\
100 - 2961-2984 C-H alifatico
3560 (OH)

s ”
§ 80 1600 (CO%)
©
'O 1076 (POY)
<§ 60 -
£
2
§ 40-
|_

204 .~ HO‘)__W 825 (POY)

N\ \. &
L o/y_QL/Z Y
NN s
0 5
v 1 i 1 v T T ) v T v 1 N T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de onda (cm™)

Figura 21. Espectro de infravermelho do HA-HBOCN-APTES (em pastilha de KBr).

Na figura 22, foi possivel fazer as comparacdes dos espectros de infra-
vermelho obtidos da HA, do corante 2 e dos materiais HA-HBOCN-APTES-one-
pot e HA-HBOCN-APTES. No material obtido pela metodologia one-pot os esti-
ramentos pertencentes aos corantes ficaram mais evidentes do que na metodo-
logia por etapas, exemplo sdo as bandas dos C-H alifaticos, indicando que a

reacao por metodologia one-pot ocorreu, enquanto que a por metodologia em
etapas nao.
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Figura 22. Espectro de infravermelho da HA com os produtos HA-HBOCN-APTES-one
pot, HA-HBOCN-APTES e o corante 2 (em pastilhas de KBr).

A Tabela 1 mostra os principais estiramentos e deformagdes da HA e da
HA funcionalizada com os corantes fluorescentes. Foi possivel notar que,
comparando as bandas de vibracdo no IV da HA com as HAs funcionalizadas
com os corantes, que ao menos uma banda caracteristica do corante foi visivel

no espectro na regido do infravermelho.

Tabela 1: Referente aos estiramentos mostrados pela HA e os produtos derivados dela

e dos corantes silanizados.

Modos HA HA-HBO- HA-HBO- HA- HA-

vibracionais (cm™) IPTES- IPTES HBOCN- HBOCN-
onepot APTES- APTES
onepot

Deformacéo axial 831 n.o. n.o. n.o. 825
simétrica vPO4
Deformagéo axial 1082 1082 1068 1076 1076
assimétrica vPO4
Deformagéo axial 3520 3485 3477 3603-3401 3652-3400
assimétrica vOH
Deformacgéo 1641-1600 n.o. n.o. 1693-1592 1641-1586
assimétrica vCOs
Estiramento vC-H n.o 2968  3010-2968 2982-2912 2961-2884
alifatico
Estiramento vC=0 n.o n.o. 1669 n.o. n.o.

n.o.= nao observado
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Os espectros na regido do Infravermelho mostraram indicios quanto a fun-
cionalizacao das HA com os corantes ESIPT, nos produtos HA-HBO-IPTES-one-
pot, HA-HBO-IPTES e HA-HBOCN-APTES. Todavia, com bandas mais fracas
relacionadas ao corante em relacdo as bandas da HA, possivelmente pelo mo-
tivo de que as reagdes ocorreram com uma maior quantidade de hidroxiapatita
do que dos corantes ESIPT, o que pdde ter deixado o material inorganico com

uma concentracdo maior em relacgéo ao corante.

4.4. Caracterizagdo dos materiais por Microscopia Eletrénica de Var-
redura

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi usada para a
investigagédo da microestrutura da HA e dos materiais funcionalizados com o0s
corantes ESIPT. A hidroxiapatita se distribui em aglomerados formados por es-
truturas cilindricas com os poros sendo visiveis entre esses aglomerados.” A
figura 23 mostra as fotomicrografias obtidas a partir do MEV, sendo que as es-
colhidas para visualizacdo foram as preparadas por suspensao em etanol com

aproximagédo 100.000x, de forma a visualizar a morfologia dos materiais

e nag WD 1um
ETD 20.00 kV 100 000 x 3.5 /12.2 mm

det| HV  mag

VD
ETD 20.00 KV 100 00 12.0 mm
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Figura 23. Fotomicrografia eletrbnica de varredura das HA (A), HA-HBO-IPTES-onepot
(B), HA-HBO-IPTES (C) e HA-HBO-APTES (D).

O que foi possivel ser visualizado através das imagens de MEV, € que os
materiais fluorescentes obtidos permaneceram com a forma cilindrica da hidro-
xiapatita com os aglomerados formados e a porosidade aparente dos materiais
HA-HBO-IPTES-onepot e HA-HBOCN-APTES. O Unico produto que diferiu um
pouco dos demais, foi o HA-HBO-IPTES, mostrado no item C figura 23, o que
pode ser algo relacionado ao preparo da amostra. Outras imagens de MEV po-
dem ser encontradas no apéndice 7.1.

As andlises de espectroscopia de raio-X por dispersdo de energia
(Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy — EDS) foram usadas de forma qualita-
tiva afim de se obter evidéncias sobre a composicdo dos materiais. Os espectros
obtidos para o material de HA apresentaram os atomos de O, Si, P e Ca, no
material HA-HBO-IPTES-onepot os atomos presentes foram O, Si, P e Ca, no
HA-HBO-IPTES os &tomos presentes foram C, O, Si, P, Ca e no HA-HBOCN-
APTES os atomos presentes foram os de C, O, Si, P, Ca. Os atomos de carbonos
presentes nos espectros de dois dos materiais que possuem fase organica po-

dem ser indicativos dos corantes organico 1 e 2 ligados nas estruturas.

4.5. Caracterizacdo dos materiais por Analise Termogravimétrica
(TGA)

As analises termogravimétricas foram feitas com o objetivo de observar
mudancas nos perfis de degradacdo da hidroxiapatita apés a funcionalizacao
com os corantes ESIPT, e verificar a estabilidade que a bioceramica apresenta.

No termograma da HA, mostrado na figura 24, pode ser observado perda
de massa inicial de 0,9438 % entre 22°C e 66°C, correspondente as impurezas
na amostra. A hidroxiapatita € um material altamente higroscopico!* e por isso
moléculas de agua ficam adsorvidas em sua superficie, entre 66°C até cerca de
176°C ocorreu a perda das moléculas de agua fisicamente adsorvidas na super-
ficie da bioceramica, com a perda em massa de 1,878 %. No segundo estagio,
de 176°C a 382°C a massa perdida esta associada a perda da molécula de agua

reticular, que ocorre pela condensacdo dos grupos hidroxilas presentes no bio-
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material, com perda em massa de 2,182 %. O processo de descarboxilagao ocor-
reu entre 424°C a 574°C com perda de 0,3787 % em massa. Em 574°C até cerca
de 621°C ocorreu uma perda de 0,02917 % de massa, podendo ser atribuido ao
processo de desidroxilacdo e comec¢o da decomposicéo da HA com perda dos
carbonatos, que também podem estar se decompondo no material, observado
entre as temperaturas de 636°C a 797°C com perda de 0,2694 % em massa. O
processo de decomposicdo da hidroxiapatita ocorre em temperaturas acima de
1000°C, através do residuo da hidroxiapatita de 93,91 %, foi possivel notar que
as perdas de massas que ocorreram até a temperatura de 900°C, foram relacio-
nados, em sua maioria, a processos de decomposicées de matérias ligadas de

maneiras fisicas a bioceramica, e de perdas de contaminantes.
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Figura 24. Termograma da HA.

No primeiro produto da hidroxiapatita funcionalizada HA-HBO-IPTES-
onepot, apresentado na figura 25, foi possivel ver o primeiro ponto de perda de
2,465 % de massa entre 16°C a 158°C, correspondente a agua adsorvida na
superficie do material. Entre 194°C e 345°C aconteceu outra perda de 1,789 %
em massa, referente ao croméforo benzoxazol, que se estendeu em outro pico
entre 345°C a 506°C, com perda de massa em 3,439 %, referente a parte sililiada
do corante. Nas temperaturas de 506°C a 618°C ocorreu 0 processo
desidroxilagéo da HA, dando inicio a decomposicéo da hidroxiapatita com perda
do carbonato, que se estendeu com um pico baixo entre 618°C a 794°C, com

perdas de 3,081 % e 1,0929 % em massa, respectivamente. O residuo do
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produto foi de 87,76 %, que quando comparado ao residuo do termograma da
hidroxiapatita, mostra que foram perdidos 6,15 % a mais de produto por

decomposicéo, indicando a ligacéo entre a HA e o corante ESIPT.
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Figura 25. Termograma do material HA-HBO-IPTES-onepot.

No termograma do produto HA-HBO-IPTES, mostrado na figura 26, for-
mado a partir do produto da reacéo 1, a primeira perda de massa vista em 21°C
até préximo a 69°C, atribuida as impurezas contidas na amostra com 2,946 %
de perda de massa. A proxima perda de 3,878 % em massa pode ser atribuida
a dgua adsorvida na superficie do material, que comeca em 69 °C e termina em
171 °C. Entre 171°C e 291°C acontece uma perda de 2,732 % em massa, refe-
rente a decomposicdo do produto 1. Em 291°C a 337°C ocorreu perda de massa
no valor de 0,8046 %, com o pico comecando sobreposto ao da decomposicao
do corante, sendo indicativo da perda da agua reticular.

A decomposicdo final do produto teve inicio em 337°C &522°C, com perda
de 7,508 % em massa. O ultimo pico visto no termograma comecou em 522°C e
terminou em 675°C, referente ao processo de descarboxilagdo e decomposicao
da hidroxiapatita, com perda de 2,785 % em massa. Acima de 800°C foi obser-
vado um novo processo de perda de massa, indicativo de que a hidroxiapatita
esta se decompondo com a formagéo dos fosfatos. Quando comparado os resi-
duos da HA e desse produto, tém-se uma diferenca de 15,6 % em massa, indi-

cando a ligacéo do corante ESIPT e da bioceramica.
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Figura 26. Termograma do material HA-HBO-IPTES.

No termograma do produto HA-HBOCN-APTES-onepot (Figura 27), for-
mado de maneira one-pot, a primeira perda de massa foi atribuida em 18°C a
57°C, relacionado as impurezas que podem conter na amostra, com 1,447 % de
perda. Na segunda perda de massa em 57°C a 148°C teve-se a perda da 4gua
adsorvida na superficie do material, com valor de 3,014 %. Entre 148°C e 276°C
teve inicio a decomposicdo do corante ESIPT, perdendo inicialmente 2,685 %
em massa do cromoéforo da molécula. A perda de massa referente ao restante
silanizado do corante ligado a hidroxiapatita ocorreu entre 276°C a 342°C, com
perda de massa de 1,164 %. O proximo estagio de perda de massa ocorreu entre
346°C e 472°C, com perda de 4,087 % em massa, sendo atribuido a agua reti-
cular da HA. Posteriormente, entre 472°C a 529°C, observou-se a perda de 2,69
% em massa, referente ao processo de descarboxilacdo da hidroxiapatita. Em
530°C a 652°C existem perdas que podem ser atribuidos ao processo de desi-
droxilagdo do material, com perda em massa de 2,792 %.

Até a temperatura de 792°C néo ocorreu perda de massa perceptivel no
material obtido, a partir dessa temperatura até 822°C aconteceu a perda de
0,1410 % em massa sendo a decomposi¢cdo com formacao dos grupos fosfatos
da HA, tendo continuacdo em temperaturas acima das citadas também. Atraves
do residuo dessa analise, foi possivel perceber uma diferenca de 12,83%,
quando comparado ao residuo da HA, indicando que ha ligagdo entre o bioma-

terial e o corante ESIPT.
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Figura 27. Termograma do material HA-HBOCN-APTES-onepot.

No produto HA-HBOCN-APTES, mostrado na figura 28, formado a partir
do produto 2, a primeira perda de massa teve inicio em 24°C e término em
136°C, com perda de 2,161 % em massa, atribuido a agua adsorvida na
superficie do material sintetizado. Entre 179°C a 368°C teve inicio a
decomposicdo do corante ESIPT, perdendo inicialmente 8,564 % em massa do
cromoforo do corante. O préximo estagio com 3,837 % de perda em massa,
entre as temperaturas de 368°C a 583°C, pbde ser atribuido ao término da
decomposicdo do corante com perda do grupo silanizado. Nas temperaturas
entre 583°C e 747°C, ocorreram perdas de 1,376 % em massa, referentes ao
comeco do processo de decomposicao da hidroxiapatita com a descarboxilacdo
do material.

O perfil da DTG do material indica que o corante esta presente na
amostra, mas nao ligado quimicamente a HA. Apesar de existir uma diferenca
de 11,06 % nos residuos do produto e da HA, pelo perfil de decomposicdo
apresentado no termograma, juntamente com os dados obtidos nos espectro de
infravermelho, h& indicativos de que a reacdo nao ocorreu da forma esperada,
nao ocorrendo formacéo do produto HA-HBOCN-APTES.
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Figura 28. Termograma do material HA-HBOCN-APTES.

Através dos termogramas foi possivel evidenciar as indicios das ligacbes
intermoleculares feitas entre a hidroxiapatita e o corante ESIPT, uma vez que ao
sobrepor os resultados dos materiais (Figura 29) os perfis dos TGA da
hidroxiapatita e dos materiais obtidas entre ela e os corantes, sdo diferentes.
Com a ajuda das derivadas das curvas termogravimétricas (DTG), foram
possiveis as visualizacbes de como aconteceram essas perdas de massas e
associar com as decomposicfes dos corantes ESIPT e as decomposi¢cdes da
hidroxiapatita.

A temperatura de decomposi¢cdo completa da hidroxiapatita € acima de
1000 °C, pelos residuos dos materiais € possivel evidenciar que até 900 °C que
foi o limite estabelecido no equipamento, essa decomposicdo nao estava
completa, sendo o residuo da HA de 93,91 %, dos materiais HA-HBO-IPTES-
onepot, HA-HBO-IPTES, HA-HBOCN-APTES-onepot e HA-HBOCN-APTES de
87,76 %, 78,31 %, 81,08 % e 82,82 %, respectivamente.

Pela diferenca da porcentagem de perda de massa dos residuos,
diminuindo o valor de perda correlacionado com o termograma da HA, a
metodologia por etapas se mostrou mais eficaz quando comparado a one-pot,
mostrando 15,6 % contra 6,15 % da diferenca de perda, no que diz respeito aos
produtos formados HA-HBO-IPTES-one pot e HA-HBO-IPTES.
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Quanto a diferenca entre as metodologias de obtencao das HA funciona-
lizadas, em termos de porcentagem de perda de massa dos materiais através da
diferenca dos residuos dos produtos e da HA pura, tem-se o produto HA-HBO-
IPTES-onepot com uma maior diferenca dessa porcentagem, quando compa-
rado ao produto HA-HBO-IPTES, sendo indicativo de que uma maior quantidade
do corante ESIPT se ligou a HA na metodologia one-pot. Os produtos HA-
HBOCN-APTES-onepot e HA-HBOCN-APTES, ndo puderam ter uma compara-
cdo entre metodologias, em razéo da reacdo que nao ocorreu na metodologia

em etapas.

4.6. Caracterizacdo dos materiais por Espectroscopia de Reflectan-

cia Difusa no UV-Vis

As andlises de espectrofotometria de UV-Vis tiveram como finalidade os
estudos fotofisicos dos materiais sintetizados e a verificacdo de alteracdes que
0 material inorganico causou nos espectros de absor¢cdo e nos espectros de
transmissao, dados analisados através da porcentagem de reflectancia, dos co-
rantes ESIPT, e também para evidenciar as ligacdes formadas entre a hidroxia-
patita e os benzoxazéis, pois a bioceramica sozinha ndo apresenta absorcao de
radiacdo UV-Vis.

A Figura 30 mostra os espectros de absor¢do no estado solido dos coran-

tes HBO, 1 e dos materiais obtidos, onde podemos observar a presenca de duas
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bandas. As principais transi¢coes entre os orbitais HOMO e LUMO no mecanismo
ESIPT sao atribuidas a transicGes do tipo T = 1%, observadas experimental-
mente a partir dos espectros de absorcéo no ultravioleta-visivel entre 350 e 450
nm. Nos corantes HBO e 1, e nos materiais obtidos através dele, foram possiveis
observagbes de bandas de absor¢cdo em comprimentos de onda préximos a 356
nm, atribuidos a absorcdo da molécula na configuracéo enol, e outras bandas
com menores intensidades em comprimentos de onda proximos de 250 nm,
sendo esta atribuida ao croméforo azélico.®°

Ao serem comparados, os espectros de absor¢cdo do corante 1 com os
materiais HA-HBO-IPTES-onepot e 0 HA-HBO-IPTES, derivados desse corante
com a HA, pode ser observado, que o material inorganico provocou um efeito
hipsocromico nos espectros, deslocando para menor comprimento de onda o
maximo de absorbancia. Esse efeito hipsocrédmico pode acontecer por conta de
um aumento na energia de transi¢ao entre orbitais HOMO e LUMO por influéncia
da silanizacdo, que pelo fato de serem grupos retiradores de elétrons, podem
puxar a densidade eletrdnica para essa por¢do da molécula. Comparando o co-
rante 1 e o corante HBO, o mesmo efeito hipsocromico nos espectros de absor-

céo obtidos foram observados.
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Figura 30. Espectros de reflectancia difusa UV-Vis normalizados do corante HBO, co-

rante 1, HA-HBO-IPTES-onepot e HA-HBO-IPTES.

Nos espectros de absorcao referentes ao corante 2 e aos seus materiais
derivados, HA-HBOCN-APTES-onepot e HA-HBOCN-APTES (Figura 31), foram
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observadas bandas entre 269 nm e 277 nm na molécula 2 e no material HA-
HBOCN-APTES, sendo indicativo da absorcao dos anéis azolicos dos produtos,
gue embora o produto ndo tenha se formado da forma esperada, ainda mostra
absorcao referentes ao corante ESIPT. Essa mesma banda de absor¢cdo néo
pode ser observada no material HA-HBOCN-APTES-onepot, formando apenas
um pico grande e alargado proximo a 345 nm. Na molécula 2 e no material HA-
HBOCN-APTES o comprimento maximo de absorcéo relacionado a forma enol

de ambos foi observada em 373 nm e 357 nm, respectivamente.
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Figura 31. Espectros de reflectancia difusa UV-Vis normalizados do corante 2 com 0s
materiais HA-HBOCN-APTES-onepot e HA-HBOCN-APTES.

O efeito hipsocrdomico também foi visto comparando o corante 2 aos ma-
teriais sintetizados, a explicacdo se da semelhante as outras moléculas citadas
anteriormente, onde o0s grupos silanizados inseridos, sao retiradores de elétrons,
e acabam puxando a densidade eletrénica para essa por¢do do corante, 0 que
fez com os orbitais HOMO e LUMO tivessem um aumento de energia nas tran-
sigOes eletrbnicas ocorridas, diminuindo assim os valores dos comprimentos de

onda maximos nesses materiais.
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A rigidez que os corantes imobilizados na hidroxiapatita passam a ter,
também é uma justificativa para o efeito hipsocrémico que os materiais apresen-
tam. Pelos espectros de reflectancia difusa na regido do UV-Vis mostrado na
figura 32, evidenciaram-se as possiveis ligacdes feitas entre os corantes ESIPT
funcionalizados com os grupos silanizados e a HA, uma vez que o material sozi-
nho ndo apresenta absorcdo nessas regides, mas com a funcionalizacdo dos
corantes no material, foi possivel a observagcéao no incremento de absor¢cdo com

perfis e comprimentos de onda préximos aos do cromaéforo.
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Figura 32. Espectros de reflectancia difusa UV-Vis normalizados da HA, HBO, dos co-

rantes 1 e 2 e dos respectivos materiais.

Os valores dos comprimentos de ondas nos maximos de absorcdo de
cada um dos materiais citado, e também dos comprimentos de ondas maximos
correspondentes as transi¢des eletrdnicas que ocorrem entre os estados eletro-
nicos Sp~> Sie So~> Sz, encontram-se na tabela 2. Como os estados eletronicos
S2 tém energia maior do que 0 Si, atribui-se as transi¢coes que ocorrem entre So

- Sz as transicdes eletronicas correspondentes aos anéis azolicos dos coran-
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tes, pois possuem 0s menores comprimentos de onda. As transi¢des que ocor-
rem entre So> Sy, sdo atribuidas as transi¢des eletrénicas feitas pelas hidroxilas

dos corantes.

Tabela 2. Valores de comprimentos de onda maximo de absor¢do dos compostos e

maximo de absorbancia.

Composto Aavs(nm) A So2 S1 S22 S
(nm) (nm)
HBO 401 0,63122 401 274
1 380 0,43034 380 275
2 374 0,59416 374 254
HA-HBO-IPTES-onepot 361 0,34781 361 278
HA-HBO-IPTES 361 0,34727 361 278

HA-HBOCN-APTES-onepot 340 0,62279 340 -

HA-HBOCN-APTES 358 0,41674 358 276

Os espectros de reflectancia difusa na figura 33 foram também analisados
guanto a transmitancia do material em termos de porcentagens de reflectancia,
devido tratar-se de materiais em estado solido, a espectroscopia de absor¢ao no
UV-Vis é mais usada quando sédo introduzidos dados de andlises em solucéo,
porque a luz passa através das moléculas em solucéo e parte dela fica absorvida
nos croméforos dessas moléculas, o que chega nos detectores é convertido em
absorbancia. No caso dos materiais solidos, a luz ndo atravessa o material, ela
é refletida por ele e transmitida para os detectores do equipamento, o croméforo
continua absorvendo a luz para que ocorram as transicdes eletrénicas, mas o
gue chega até os detectores é a luz refletida pelos materiais, entédo o resultado
€ dado de maneira que quanto menor a porcentagem de reflectancia apresen-
tado pelos picos em um respectivo comprimento de onda, maior serd a absorcao
de radiacdo pelo material. Era esperado que a HA dopada com os corantes
ESIPT apresentassem absorc¢des altas na regido do ultravioleta, com absorcao
maxima em comprimentos de onda préximo a 356 nm, que € o comprimento de

onda maximo de absorcéo desses corantes.
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Figura 33. Espectro de reflectancia difusa da HA, do corante HBO e dos respectivos
materiais.

Foi possivel a observacao pelos espectros de reflectancia difusa, que a
hidroxiapatita ndo apresenta transmissao de luz na regido do ultravioleta-visivel
e apos passar pelos processos de dopagem com os corantes ESIPT, apresenta
picos na regido préxima a 315 nm, com as porcentagens de reflectancia sendo
54%, 47%, 43%, 31% e 28%, do HA-HBO-IPTES, HA-HBO-IPTES-onepot, HA-
HBOCN-APTES, HBO e HA-HBOCN-APTES-onepot, respectivamente. Através
disso, pela porcentagem de luz refletida pelos materiais e pelos maximos de ab-
sorbancia, a metodologia one-pot acabou apresentando os melhores resultados
pela técnica de absorcao no UV-Vis, comparando apenas os produtos formado
HA-HBO-IPTES-onepot e HA-HBO-IPTES.

4.7. Caracterizagdo dos materiais por Espectroscopia de Emisséo de

Fluorescéncia

A espectroscopia de emissao de fluorescéncia foi utilizada, juntamente
com as demais técnicas utilizadas neste trabalho, para a confirmacao da funcio-
nalizacdo da HA com os corantes ESIPT, pois a bioceramica sozinha n&o emite

fluorescéncia, mas quando dopada com os corantes apresenta fluorescéncia no
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comprimento de onda proximo ao dos corantes. As leituras foram feitas em es-

tado sdlido e os comprimentos de onda de excitacdo correspondem ao maximo
observado nos espectros de reflectancia difusa no UV-Vis. A foto da Figura 34

mostra a fluorescéncia sob luz UV de 365 nm do corante HBO recristalizado e
dos materiais HA-HBO-IPTES-onepot, HA-HBO-IPTES e HA-HBOCN-APTES-

onepot, respectivamente.

Figura 34. Emisséo de fluorescéncia sob luz UV de 365 nm do corante HBO (em la-

ranja) e dos respectivos materiais.

O corante sintetizado 1 apresentou emissao de fluorescéncia em 513 nm
guando excitado em 373 nm, 0 que mostra que o corante absorve na regiao do
ultravioleta e emite na regido do visivel, apresentando fluorescéncia na cor
verde. O corante HBO, que foi usado na sintese do corante 1, apresenta emisséo
de fluorescéncia em 577 nm quando excitado em 438 nm, absorvendo e emitindo

na regido do visivel, com fluorescéncia de cor laranja (Figura 35).
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Figura 35. Espectros de emisséo e excitacao de fluorescéncia normalizados do co-

rante HBO e da molécula 1.

Ja o material HA-HBO-IPTES obtido através do corante 1 e a hidroxiapa-

tita, apresentou Amax de emissdo em 510 nm e Amax de excitagdo em 371 nm,

indicando absorcao na regido ultravioleta e emisséao na regido do visivel, apre-

sentando fluorescéncia verde (Figura 36). O material HA-HBO-IPTES-onepot,

mostra Amax de emissdo em 523 nm e Amax de excitagdo em 373 nm, tendo tam-

bém sua absorcao na regido do ultravioleta e emisséo na regido do visivel, apre-

sentando fluorescéncia na cor verde (Figura 37).
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Figura 36. Espectros de emisséo e excitacao de fluorescéncia normalizados do co-
rante 1 e do material HA-HBO-IPTES-onepot.
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Figura 37. Espectros de emissédo e excitacdo de fluorescéncia normalizados dos ma-
teriais HA-HBO-IPTES-onepot e HA-HBO-IPTES.

O corante HBOCN apresentou Amax de emissdo em 504 nm e de Amax de

excitacdo em 370 nm, indicando absorg¢éo na regiao do ultravioleta e emissao na

regido do visivel, emitindo fluorescéncia na cor verde. Quando comparado com

0 corante 2, apresentou Amax de emissdo em 522 nm e de Amax de excitagdo em

372 nm com absorcdo na regido ultravioleta e emissdo na regido do visivel, mos-

trando fluorescéncia na cor verde (Figura 38).
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Figura 38. Espectros de emisséo e excitacao de fluorescéncia normalizados do co-

rante HBOCN e da molécula 2.

O produto denominado HA-HBOCN-APTES, ndo mostrou resultados sa-

tisfatorios nas caracterizagdes, contanto nos estudos fotofisicos, apresentou Amax

de emissdo em 523 nm e de Amax de excitagcdo em 357 nm, indicando absorcgéo
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na regiao do ultravioleta e emissado na regido do visivel, apresentando fluores-
céncia na cor verde. Ja o produto HA-HBOCN-APTES-onepot sintetizado de ma-
neira multicomponente, apresentou Amax de emissdo em 443 nm e de Amax de
excitacdo em 410 nm, indicando absor¢do na regido do visivel e emitindo fluo-
rescéncia azul (Figura 39). As moléculas que emitem fluorescéncia através do
mecanismo ESIPT, tem como principal caracteristica a absor¢cao na forma enol
e emissao na forma ceto, o que faz com que se tenha uma diferenca grande
entre 0s Amax de emisséo e de Amax de excitagdo, o que pode ter acontecido no
material HA-HBOCN-APTES-onepot é a estabilizacdo da molécula na forma
enol, tendo absorcéo e emissao de fluorescéncia nessa configuracdo, o que ex-

plicaria a baixa diferenca nos comprimentos maximos de onda.
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Figura 39. Espectros de emisséo e excitagcdo de fluorescéncia normalizados dos mate-
riais HA-HBOCN-APTES-onepot e HA-HBOCN-APTES.

O que pbde ser visto sobrepondo os espectros de emissao (Figura 40)
das hidroxiapatias dopadas com os corantes ESIPT (HA-HBO-IPTES-onepot,
HA-HBO-IPTES, HA-HBOCN-APTES-onepot) é a evidéncia de que a biocera-
mica passou a ter intensidade de fluorescéncia referente ao corante conectado
nela através de ligacdes intermoleculares, e essas intensidades sdo semelhan-
tes a do corante ESIPT antes de serem usados na dopagem da hidroxiapatita,
ou seja, o material n&do ira influenciar em uma mudanca na intensidade de fluo-

rescéncia dos corantes, visto que a hidroxiapatita € um material inerte.

44



— HA

—— HA-HBO-IPTES-onepot
—— HA-HBO-IPTES

—— HA-HBOCN-APTES-onepot
HA-HBOCN-APTES

1,0 5

0,8

0,6

0,4 1

0,2 1

Intensidade de Fluorescéncia (u.a)

[ ————

0,0

1 N I N 1 N 1 v I N 1
400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Figura 40. Espectros de emisséo e excitagcdo de fluorescéncia normalizados da HA
com os materiais HA-HBO-IPTES-onepot, HA-HBO-IPTES, HA-HBOCN-APTES-one-
pot, HA-HBOCN-APTES.

A diferenca entre 0 Amax de emisséo e Amax de absorcéo é chamado de
deslocamento de Stokes, visto que, como consequéncia da emissao de uma mo-
lécula ocorrer em estados vibracionais fundamentais mais altos. Na tabela 3 en-
contram-se os valores dos deslocamentos de Stokes que foram apresentados
pelos materiais sintetizados, indo de 98 nm a 176 nm. Moléculas orgéanicas que
possuem o mecanismo ESIPT tem como sua maior caracteristica a absor¢cao no
ultravioleta e emissao no visivel, fazendo com que os valores de deslocamento
de Stokes que usualmente sao na faixa de 30 a 80 nm, possam apresentar va-
lores de deslocamento de até 250 nm. A estabilizacdo da molécula em estados
excitados de menor energia esta diretamente ligada a comprimentos de ondas
maiores apresentados no deslocamento de Stokes, conforme conceitos fisicos
de AE = hc/A, sendo quanto menor o AE da molécula, maior o comprimento de
onda apresentado pela molécula organica.
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Tabela 3. Comprimentos de onda dos maximos de excitacao e emissao dos corantes e
dos materiais, onde Aem € 0 maximo de emissao, Aex 0 maximo de excitacao e Ahst é 0

deslocamento de Stokes (AAst = Aem — Aabs).

Composto Aem(Nnm)  Aabs(nm)  AAst(nm)
HBO 577 401 176
1 513 380 133
2 522 374 148
HA-HBO-IPTES-onepot 523 361 162
HA-HBO-IPTES 510 361 149
HA-HBOCN-APTES-onepot 443 345 98
HA-HBOCN-APTES 523 358 165

No material obtido HA-HBOCN-APTES-onepot o deslocamento de Stokes
acaba sendo baixo quando comparado com os corantes ESIPT, com valor de 98
nm. Uma possivel explicacdo para que isso tenha ocorrido, € a formacéao de in-
teracBes eletrostaticas entre as hidroxilas da hidroxiapatita e as hidroxilas do
cromoforo com mecanismo ESIPT, ou pares de elétrons isolados do enxofre po-
dem estar influenciando no deslocamento também, o que impediria a molécula
de realizar a transferéncia protonica e emitir fluorescéncia na regido do visivel
pela forma ceto.

Na foto da Figura 41 sdo apresentados os corantes e a HA funcionalizada
sob luz normal (esquerda) e luz visivel (direita). As fotos foram feitas utilizando-
se as pastilhas preparadas para a leitura das amostras no Infravermelho. As ima-
gens obtidas sob incidéncia da luz ultravioleta mostram que a HA emite luz em
diferentes comprimentos de onda devido a funcionalizagdo com os corantes
ESIPT.

46



Figura 41. A esquerda imagem das pastilhas de KBr da HA com os corantes se luz UV

aplicada. A direita imagem das pastilhas sob luz UV com comprimento de 365 nm.
Legenda: Br = branco, HA = hidroxiapatita, TFO3 = HA-HBO-IPTES, TF01 = 1, TF02 =

HA-HBO-IPTES-onepot, TF10 = HA-HBOCN-APTES, TF04 = HA-HBOCN-APTES-

onepot, TF09 = 2, TF09-B e TF08 sdo de materiais que ndo entraram no trabalho.

5. Conclusdes

Embora os espectros na regido do Infravermelho n&o sejam tao precisos
sobre a funcionalizacdo da hidroxiapatita com os corantes ESIPT, h& presenca
das bandas dos estiramentos C-H dos alifaticos pertencentes aos corantes nos
materiais one-pot, sendo que no produto HA-HBO-IPTES-onepot a banda refe-
rente a carbonila do corante também p6de ser vista. Uma vez que a propor¢cao
de corante em relagcdo a HA é muito menor nos materiais, a observacdo das
bandas vibracionais nos espectros de Infravermelho caracteristicas dos corantes
como carbonila, hidroxila, isotiocianato e amino, ndo puderam ser caracterizadas
com precisao. Ademais, pelos espectros na regiao do infravermelho, pode ser
observado que o produto HA-HBOCN-APTES néo se formou.

Os resultados de microscopia eletrénica de varredura mostraram que a
morfologia da HA n&o apresentou nenhuma alteracao significativa quanto as di-
mensdes das particulas medidas, apdés a funcionalizacdo com o0s corantes
ESIPT, independentemente da metodologia utilizada.

Nos termogramas ficaram mais evidentes as funcionaliza¢cées da HA com
os corantes ESIPT, uma vez que os perfis tanto das perdas de massa quanto
das suas derivadas sao diferentes dos perfis da HA sozinha. Além disso, na me-
todologia de obtencdo dos materiais por etapas observou-se maior perda de
massa quando visto os residuos, quando comparado ao da metodologia one-pot,

47



demostrando dessa forma que a metodologia one-pot teve mais ligacbes entre o
corante e HA acontecendo, sendo entdo mais eficiente para o objetivo proposto,
guando comparado os produtos HA-HBO-IPTES-onepot e HA-HBO-IPTES.

Nas caracterizag6es fotofisicas dos materiais, conclui-se que a HA funci-
onalizada com os corantes ESIPT emite fluorescéncia em comprimento de onda
préximo ao do corante, o que evidencia a efetividade das funcionalizacdes. As
bandas de absorcédo no UV-Vis tiveram deslocamento hipsocrémico, o que séo
indicativos da funcionalizacdo da HA.

Os produtos HA-HBO-IPTES- onepot, HA-HBO-IPTES e HA-HBO-AP-
TES-onepot, foram obtidos, conforme dados apresentados nas caracterizacdes
e nos estudos fotofisicos. O produto HA-HBO-APTES apresentou resultados das
analises termogravimétricas e nos espectros de infravermelho, que indicam que
a reacdo ndo ocorreu, contudo nos estudos fotofisicos observou-se resultados

condizentes com os do corante ESIPT.

6. Parte Experimental

6.1 Materiais e Métodos

Os corantes 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol e 2-(5-isotiocianato-
2’-hidroxifenil)benzoxazol foram obtidos conforme a literatura.*?> A hidroxiapa-
tita usada no trabalho foi cedida pelo Prof. Dr. Alexandre M. Rossi do Departa-
mento de Fisica Aplicada localizado no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
no Rio de Janeiro.? O APTES e o IPTES foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
Os solventes acetato de etila e etanol foram da marca Dinamica.

Os espectros de UV-Vis foram obtidos em um Espectrofotdmetro Shi-
madzu UV-2440PC com esfera integradora. Os espectros de fluorescéncia foram
obtidos em um Espectrofotémetro Shimadzu RF-5301PC em estado solido. Os
espectros de infravermelho foram obtidos no equipamento Varian 640-IR em dis-
cos de KBr. Os termogramas de TGA foram obtidos em um aparelho SDT Q600
produzido pela TA Instruments, com o gas utilizado nas analises sendo o nitro-
génio 5.0 com vazédo de 100mL/min. As imagens de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) foram obtidas em um equipamento MEV-FEG Tecnai G2 T20
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— FEI em andlises feitas na Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do

Sul (PUC-RS), sendo solubilizadas em etanol e pingadas em substrato de silicio.

6.2. Sintese dos corantes

6.2.1. Sintese do 2-[5-N-(3-trietoxisilil)propiluréia]-2-hidroxifenil-

benzazol (1)

Na metodologia empregada,® 0,3681g (1,6 mmol) de 2-(5’-amino-2’-hi-
droxifenil)benzoxazol (HBO) foram dissolvidos em acetato de etila em um baldo
de fundo redondo e 0,37 mL (1,6 mmol) de isocianopropil-trietoxissilano (IPTES)
foram adicionados ao baldo, sendo a reacdo mantida em sistema de refluxo em
acetato de etila pelo periodo de 24h. Apos o periodo de refluxo o produto obtido
foi filtrado e passado por processos de lavagem com hexano, para remocao do
IPTES que nao reagiu, e com etanol quente para remocao do benzoxazol que
nao reagiu. Apos os processos de lavagem, os produtos foram deixados secando
na estufa em temperatura de 50°C. A reacéo teve 51% de rendimento, sendo o
produto final um sdlido branco. Ponto de Fuséo: 360°C. Infravermelho (KBr)
Vmax/cmL: 3360, 2968, 1586.

6.2.2. Sintese do 2-[5-N-(3-trietoxisilil)propiltiouréia]-2-hidroxifenil-

benzoxazol (2)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,086g (0,32 mmol) do
2-(5’-isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzoxazol em 10 mL de acetato de etila e
0,091 mL (0,39 mmol) de (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES), sendo a reacéo
mantida em sistema de refluxo em acetato de etila pelo periodo de 48h. Apds o
periodo de refluxo o produto obtido foi filtrado e passado por processos de lava-
gem com alcool etilico quente. O produto foi deixado secando na estufa em tem-
peratura de 50 °C. A reacao teve rendimento de 30 %, po branco com fluores-
céncia verde em luz UV de 365 nm. Ponto de Fuséo: 279°C. Infravermelho (KBr)
Vmax/cmL: 3450, 2991, 2172, 1530, 1150.
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6.3 Funcionalizagcdo da hidroxiapatita
6.3.1 HA funcionalizada com o 2-[5-N-(3-trietoxilil)propiluréia]-2-hi-
droxifenilbenzoxazol (HA-HBO-IPTES-onepot)

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados 0,2g de hidroxiapatita,
0,0511g (0,22 mmol) do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol, 0,054mL (0,24
mmol) de isocianopropil-trietoxisilano e 30 mL de acetato de etila, juntamente
com uma barra de agitacdo magnética. A reacdo ocorreu sob regime de refluxo
pelo periodo de 24h. A suspenséo foi filtrada e lavada com &lcool etilico PA em
4 ciclos na centrifuga. O produto adquirido apés as centrifugacfes secado na

estufa em temperatura de 50°C. Infravermelho (KBr) vVmadcm™: 3485, 2968,

1082.
HO
N
O 8 s
o NJ\N/\/SI:SEO
H H
Figura 42. Estrutura do produto HA-HBO-IPTES-onepot.

6.3.2 HA funcionalizada com o 2-[5"-N-(3-trietoxilil)propiluréia]-2-hi-
droxifenilbenzoxazol (HA-HBO-IPTES)

Em um balédo de fundo redondo foram adicionados 0,0557g (0,117 mmol)
de 2-[5'-N-(3-trietoxilil)propiluréia]-2-hidroxifenilbenzoxazol (produto 1) e
0,2052g de hidroxiapatita em 30 mL de acetato de etila, juntamente com uma
barra de agitacdo magnética. A reacdo foi mantida sob regime de refluxo por um
periodo de 24h. O produto formado foi filtrado e centrifugado em 4 ciclos com
alcool etilico e apos colocado na estufa em temperatura de 50°C. O produto final
teve peso de 0,2052g, p6 de cor branca e fluorescéncia verde na lampada de
UV de 365 nm. Infravermelho (KBr) Vmad/cm™: 3477, 3010, 1669, 1068.

HO
N
23 g
BT e A

Figura 43. Estrutura do produto HA-HBO-IPTES.
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6.4.3 HA funcionalizada com o 2-[5™-N-(3-trietoxilil)propiltiouréia]-2-
hidroxifenilbenzoxazol multicomponente (HA-HBOCN-APTES-onepot)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,025g (0,093 mmol)
de 2-(5-tiociano-2’-hidroxifenil)benzoxazol, 1mL (4,3 mmol) de (3-aminopro-
pil)trietoxisilano (APTES) e 0,2102g de hidroxiapatita em 30mL de acetato de
etila PA. A reacao foi mantida sob regime de refluxo por um periodo de 24h. O
produto formado foi filtrado e centrifugado em 4 ciclos com alcool etilico e apos
colocado na estufa em temperatura de 50°C. O produto final teve peso de
0,2480g, po6 de cor branca e fluorescéncia azul na lampada de UV de 365 nm.
Infravermelho (KBr) Ymaxdcm™: 3603, 1683, 2982.

HO
N
CI0 5o
T ye0

Figura 44. Estrutura do produto HA-HBOCN-APTES-onepot.

6.4.4 HA funcionalizada com o 2-[5™-N-(3-trietoxilil)propiltiouréia]-2-
hidroxifenilbenzoxazol (HA-HBOCN-APTES)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,03269g (0,066 mmol)
do 2-[5-N-(3-trietoxilil)propiltiouréia]-2-hidroxifenilbenzoxazol  (produto 4),
0,178g de hidroxiapatita e 20 mL de acetato de etila PA, junto com uma barra de
agitacdo magnética. A reacao foi mantida sob regime de refluxo pelo periodo de
24h. O produto formado foi filtrado e posteriormente submetido a 4 ciclos de cen-
trifugacdo com alcool etilico PA. Apéds, o produto foi colocado na estufa em tem-
peratura de 50°C. O produto obtido final teve peso de 0,1930g, p6 de cor branca
e fluorescéncia verde na lampada de UV de 365 nm. Infravermelho (KBr) Vmax/cm
1. 3652, 1641, 1586, 1076.

HO
N
CI0 5 ug
T ye0

Figura 45. Estrutura do produto HA-HBOCN-APTES.
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7. Apéndices

7.1. Microscopia Eletronica de Varredura

‘det HV  mag o spot
ETD|20.00 kV 10 000 x| 3.5

Figura 1. Fotomicrografia eletrénica de varredura da HA com aproximagéo de 10.000x.
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spot WD
ETD|20.00 kV 100 000 x| 3.5 12.2 mm

Figura 2. Fotomicrografia eletrénica de varredura da HA com aproximacgéo de
100.000x.

58



ETD 20.00 kV 10 000 x| 3.5 [11.9 mm

Figura 3. Fotomicrografia eletrénica de varredura da HA-HBO-IPTES-onepot com

aproximacao de 10.000x.
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ETD 20.00 kV 100 000 x| 3.5 |11.9 mm

Figura 4. Fotomicrografia eletrénica de varredura da HA-HBO-IPTES-onepot com

aproximacao de 100.000x.
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det HV mag o spot| WD 10 um
ETD|20.00 kV 10 000 x| 3.5 [12.0 mm

Figura 5. Fotomicrografia eletrbnica de varredura da HA-HBO-IPTES com aproxima-
¢éo de 100.000x.
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HV  mag o [spot WD
ETD|20.00 kV 100 000 x| 3.5 12.0 mm

Figura 6. Fotomicrografia eletrénica de varredura da HA-HBO-IPTES com aproxima-
¢ao de 10.000x.
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det| HV mag o spot WD
ETD|20.00 kV 10 000 x| 3.5 [12.7 mm

Figura 7. Fotomicrografia eletrénica de varredura da HA-HBO-APTES com aproxima-
¢ao de 10.000x.
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spot WD
ETD20.00 kV 100 000 x| 3.5 |12.7 mm

Figura 7. Fotomicrografia eletrénica de varredura da HA-HBO-APTES com aproxima-
¢éo de 100.000x.
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