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RESUMO

Um sensor eletroquimico ratiométrico para a determinagdo do aminoacido L-tirosina foi
desenvolvido através da modificagdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo com uma
heterojungdo O0D/1D/2D de nanomateriais condutores. Para isso, foi utilizado uma
heteroestrutura formada por nitreto de carbono grafitico (g-C3N4), carbeto de metal de transi¢ao
(TizCoTx), este também denominado como MXene, e nanoparticulas de prata (Ag NPs)
sintetizadas utilizando o proprio Ti3CoTx como agente redutor. Andlises espectroscopicas
indicaram a reacgdo de oxidacdo dos atomos de Ti! para Ti'V na estrutura do TizC>Tx como
responsavel pelo processo de redugdo das Ag NPs, em um processo denominado self-reduction.
Imagens de microscopia mostraram as Ag NPs (nanomaterial 0D) com diametro médio de 3,90
+ 0,96 nm ancoradas nos nanofios de Ti3C,Tx (1D) e ambos interagindo com as nanofolhas de
g-C3Ny4 (2D), formando uma heterojungao 0D/1D/2D. Estudos de potencial zeta indicaram
maior estabilidade das Ag NPs ao serem sintetizadas na dispersdo de TisC,Tx em solugdo
tampao fosfato pH 5,0. Através de estudos do comportamento eletroquimico por voltametria
ciclica em solugdo tampao fosfato (pH 5,0), registrou-se um pico de oxidacdo em +0,24 V vs.
Ag/AgCl, KClsay, referente a oxidagdo das Ag NPs presentes na heteroestrutura imobilizada na
superficie do sensor, e um segundo pico em +0,82 V vs. Ag/AgCl, KClsar) referente a oxidagao
da L-tirosina. Esta heteroestrutura proporcionou maiores intensidades de corrente para a analise
da L-tirosina, em comparagdo com o eletrodo de carbono vitreo ndo modificado. Além disso, o
pico de oxidagdo das Ag NPs foi adotado como uma referéncia interna para minimizar possiveis
erros de preparo do sensor. Estes estudos contribuiram para a realizagdo de um estudo
univariado do pH e da composicao do eletrélito de suporte e da sintese das Ag NPs, visando o
aumento na sua intensidade de corrente de oxida¢dao, como também da L-tirosina. Além do
mais, foi constatada a difusdo como etapa determinante do processo de oxidagdo da L-tirosina
sobre o sensor, o qual envolve a transferéncia de dois mols de protons e dois mols de elétrons
por mol de L-tirosina. A voltametria de pulso diferencial, técnica de aplicacdo de pulsos de
potencial que forneceu uma maior magnitude nos picos de oxidacdo, tendo seus parametros de
velocidade de varredura, tempo e amplitude de pulso otimizados por estudo univariado, foi
selecionada para a construcdo da curva de calibragdo para a L-tirosina. A curva de calibragdo
foi construida na faixa de concentragdo de 1,0 a 170 umol L~! com limites de detecgdo e
quantifica¢do de 0,38 e 1,16 pmol L', respectivamente, atingindo detectabilidade condizente
com os niveis de L-tirosina em matrizes de suor reportadas na literatura.

Palavras-chave: L-tirosina, g-C3N4, MXene, Sensor ratiométrico.



ABSTRACT

A ratiometric electrochemical sensor for the determination of the amino acid L-tyrosine was
developed by modifying the surface of a glassy carbon electrode with a 0D/1D/2D
heterojunction of conductive nanomaterials. For this purpose, a heterostructure formed by
graphitic carbon nitride (g-C3N4), transition metal carbide (Ti3C>Tx), also known as MXene,
and silver nanoparticles (Ag NPs) synthesized using Ti3C,Tx itself as a reducing agent was
used. Spectroscopic analyses indicated the oxidation reaction of Ti! atoms to Ti'V in the
Ti3C,Tx structure as responsible for the reduction process of Ag NPs, in a process called self-
reduction. Microscopy images showed Ag NPs (0D nanomaterial) with an average diameter of
3.90 £ 0.96 nm anchored in Ti3CoTx nanowires (1D) and both interacting with g-C3Ny
nanosheets (2D), forming a 0D/1D/2D heterojunction. Zeta potential studies indicated greater
stability of Ag NPs when synthesized in Ti3C>Tx dispersion in phosphate buffer solution pH
5.0. Through studies of electrochemical behavior by cyclic voltammetry in phosphate buffer
solution (pH 5.0), an oxidation peak at +0.24 V vs. Ag/AgCl, KClsa), referring to the oxidation
of Ag NPs present in the heterostructure immobilized on the sensor surface, and a second peak
at +0.82 V vs. Ag/AgCl, KClsay referring to the oxidation of L-tyrosine. This heterostructure
provided higher current intensities for the analysis of L-tyrosine, compared to the unmodified
glassy carbon electrode. In addition, the oxidation peak of Ag NPs was adopted as an internal
reference to minimize possible errors in sensor preparation. These studies contributed to the
realization of a univariate study of the pH and composition of the supporting electrolyte and the
synthesis of Ag NPs, aiming at increasing their oxidation current intensity, as well as that of L-
tyrosine. Furthermore, diffusion was found to be a determining step in the oxidation process of
L-tyrosine on the sensor, which involved the transfer of two moles of protons and two moles of
electrons per mole of L-tyrosine. Differential pulse voltammetry, a technique of applying
potential pulses that provided a higher magnitude in the oxidation peaks, with its scan speed,
time and pulse amplitude parameters optimized by univariate study, was selected to construct
the calibration curve for L-tyrosine. The calibration curve was constructed in the concentration
range of 1.0 to 170 umol L~! with detection and quantification limits of 0.38 and 1.16 pumol
L-!, respectively, achieving detectability consistent with the levels of L-tyrosine in sweat
matrices reported in the literature.

Keywords: L-tyrosine, g-C3N4, MXene, Ratiometric sensor.
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por raios X

XRD (do inglés, X-ray diffraction) — difragao de raios X

z — Numero de elétrons

a — Coeficiente de transferéncia de elétrons

A — Comprimento de onda

v — Numero de onda

v — Velocidade de varredura de potencial

€ — Potencial zeta
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1. JUSTIFICATIVA

A pandemia de COVID-19 trouxe revolucdes em diversos eixos da sociedade,
especialmente ao zelo a saude dos individuos que passaram pelo isolamento social, com grande
atencao direcionada a saude mental. Aumentos significativos em casos de depressao, ansiedade
e estresse ocorreram durante este periodo. Assim, a busca por novos métodos e ferramentas de
diagnoésticos para distirbios mentais cada vez mais rapidos e acessiveis se faz de extrema
relevancia, assim como a procura por amostragens nao invasivas ao corpo humano.

O monitoramento de biomarcadores para potenciais diagnoésticos pode ser uma
alternativa para o desenvolvimento de abordagens ndo invasivas. Um biomarcador ¢ uma
substancia que pode ser encontrada em fluidos corporais, € que uma variagdo em sua
concentracdo pode ser utilizada como uma forma de diagndstico de certa doenca. Como
exemplo, a L-tirosina, um aminoacido presente no suor, ¢ que vem sendo estudada como um
potencial biomarcador para quadros de depressdo. Analises de fluidos, como o ensaio
imunoenzimatico ¢ o exame de reagdo em cadeia da polimerase, podem ser empregados para
detectar anormalidades nos niveis de certos biomarcadores. No entanto, essas abordagens sdao
invasivas, além de possuirem alto custo operacional e necessitarem profissionais altamente
capacitados. Dessa forma, surge a necessidade de se explorar matrizes de biomarcadores que
agridam menos o corpo para ser obtidos, e sejam mais simples de serem coletadas.

Um dos problemas ao se trabalhar com matrizes alternativas ao sangue ¢ a baixa
concentragdo de marcadores, necessitando de ferramentas com alta sensibilidade. Visando obter
um método analitico que possua a sensibilidade apropriada, os métodos eletroanaliticos se
mostram promissores. O desenvolvimento de sensores, explorando materiais zero dimensionais
(0D), unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D), concede caracteristicas desejaveis, tais
como alta condutividade elétrica e grande area superficial, o que proporciona um aumento das
respostas eletroquimicas. Além disso, atributos extras dos materiais podem ser explorados na
construg¢do do sensor, como propriedades de self reduction para sintese de nanomateriais, ¢ a
utilizagdo de sinais de referéncia interna para aprimorar dados de precisdo e exatidao fornecidos
pelo sensor ratiométrico.

Assim, propde-se o desenvolvimento de um sensor eletroquimico a base de uma
heterojuncao entre nanoparticulas de prata, carbeto de titanio bidimensional (Ti3C,Tx) e nitreto

de carbono grafitico (g-C3Na4) para aplicagao na determinacao de L-tirosina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pandemia de COVID-19

Os anos de pandemia de COVID-19 impactaram a sociedade em diversos eixos, tais
como a economia e a tecnologia [1], e principalmente aos cuidados com a satide dos individuos
que passaram pelo periodo de isolamento social [2], com destaque a saude mental [3-5].
Aumentos significativos em casos de depressdo, ansiedade, e estresse ocorreram durante esta
fase [5]. A busca por novos métodos de diagndsticos para disturbios mentais ¢ de extrema
relevancia, assim como a procura por uma abordagem ndo invasiva ao corpo humano. Este

procedimento pode ser realizado através do monitoramento de biomarcadores [6].

2.2 Biomarcadores

Biomarcadores podem ser definidos como “uma substancia que pode ser encontrada em
fluidos corporais e cuja presenga ou variagdo na sua concentra¢cdo influencia ou prediz a
incidéncia ou resultado de uma doenc¢a”. Diversas condicOes de saude estdo diretamente
relacionadas a variagdes do teor dessas espécies no corpo humano, tais como diabetes, fibrose
cistica, estresse, cancer ¢ inflamacgoes [7,8].

Nesse sentido, sdo reportados diagnosticos baseados no monitoramento de
biomarcadores, como o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA, do inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), o exame de reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés,
polymerase chain reaction), a citometria de fluxo, a espectrometria de massa, 0s
radioimunoensaios € a imuno-histoquimica [7]. Por mais que esses métodos sejam
consolidados, eles requerem abordagens invasivas ao corpo humano para obten¢do da amostra
bioldgica, além de possuirem alto custo operacional e necessitarem de profissionais altamente
capacitados para operacao [9,10].

Por mais que as matrizes sanguineas sejam as que contém o maiores teores de
biomarcadores ¢ serem as mais comumente utilizadas em métodos convencionais, outros
fluidos corporais, como suor, saliva, lagrimas e urina, surgem como potenciais substituintes de

fonte de biomarcadores [11].
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2.3 Suor como matriz de analise

O suor humano se destaca como uma fonte alternativa nao invasiva de marcadores
biologicos, sendo rico em informagdes fisiologicas, e possibilitando um monitoramento
continuo, com uma eficaz coleta de dados [12]. Esta matriz possui diversos componentes que
podem atuar como potenciais biomarcadores, os quais refletem nas condi¢des de saude do
individuo, onde se destacam oligonucleotideos (microRNA), metabdlitos (glicose, lactato,
creatinina, acido urico), hormonios (cortisol, adrenalina), proteinas (interleucinas, citocinas),
aminodcidos (L-tirosina, serina) e eletrélitos (K*, Ca**, CI") [7,13-16].

Embora o suor contenha uma grande variedade de marcadores, o teor dessas moléculas
¢ inferior em comparagdo com matrizes sanguineas [17]. Mesmo assim, diversos sdo os
trabalhos que utilizam o suor como fonte de marcadores bioldgicos, principalmente explorando
a possibilidade de um monitoramento continuo [7,9,10,13,15,18]. Neste sentido, Zhang et al.
[19] desenvolveram um sensor vestivel para a determinacio de ions Cu?* no suor humano, como
forma de controle para algumas doencas graves, como a doenga de Menkes, a doenga de Wilson,
o mal de Alzheimer e até mesmo danos ao figado ou aos rins por exposi¢do prolongada ao Cu®*,
no qual o dispositivo foi operado por meio de um smartphone. Similarmente, Zhenying et al.
[20] propuseram um sensor vestivel para o monitoramento simultaneo do pH e de L-tirosina
também em suor humano. Estes estudos mostram que a anélise de biomarcadores em suor ainda
¢ emergente, possuindo necessidades considerdveis para o desenvolvimento de novos sensores

com aprimorada sensibilidade e precisdo.

2.4 L-tirosina

A L-tirosina (4cido (2S)-2-amino-3-(4-hidroxifenil)-propanoico, Figura 1) ¢ um
aminoacido ndo essencial, que além de ser um elemento de sintese proteica, ¢ precursora do
pigmento melanina e de algumas catecolaminas, as quais sdo de suma importdncia no
funcionamento do sistema neuroldgico [21].

Devido a sua importancia na rota sintética de diversas moléculas fundamentais ao
organismo, sao reportados diversos problemas de saude em decorréncia de alteragdes nos seus
niveis normais no organismo, como hipocondria, albinismo, mal de Parkinson, doencas
hepaticas, distirbios neuropsiquiatricos, alimentares e depressao. Especialmente para este
ultimo, estudos consideram a L-tirosina como um potencial biomarcador para um indicativo

deste transtorno [22,23]. Os niveis baixos de L-tirosina podem ser um indicativo de quadro



21

depressivo, devido ao papel dessa substancia como precursor de neurotransmissores essenciais
para o funcionamento adequado do cérebro, como a dopamina, noradrenalina e adrenalina.
Esses neurotransmissores estdo diretamente relacionados ao controle do humor, motivagao,

atencao e emogdes, e sua disfunc¢do esta associada a distirbios psiquiatricos, como a depressao

[8].

Figura 1. Estrutura quimica da L-tirosina.

OH
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Zhang et al. [22] constataram, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas, niveis mais baixos de L-tirosina em amostras de urina de pacientes deprimidas pds-
parto. Similarmente, Liu et al. [24] também registraram teores mais baixos de L-tirosina em
pacientes com depressdo, através de andlises em amostras de seus soros sanguineos. Por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, Xie et al. [25] analisaram L-tirosina
em amostras de urina de pacientes em depressdo vitimas de acidente vascular cerebral. Dados
de cromatografia liquida com detecc¢ao por fluorescéncia obtidos por Sa et al. [26], também
indicaram niveis baixos de L-tirosina (54,0 umol L") em soro sanguineo nos individuos
depressivos quando comparado a individuos saudéaveis (63,7 pmol L1).

Além de métodos cromatograficos, o uso de métodos eletroquimicos para detectar e
quantificar L-tirosina também ¢ reportado [27,28]. Dentre as caracteristicas que os destacam,
podem ser mencionadas a portabilidade e miniaturizagdo dos equipamentos, 0 que permite
monitoramentos continuos e in loco, além do baixo custo, alta frequéncia analitica, facil
operacdo, e sensibilidade apropriada para analises em matrizes, como o suor [29]. Uma pratica
recorrente para aprimorar a sensibilidade de um método eletroquimico ¢ a utilizacdo de
nanomateriais imobilizados nos eletrodos de trabalho, aprimorando seu desempenho analitico,
através de propriedades como o aumento da area eletroativa, da condutividade elétrica do sensor

e/ou permitindo novas possibilidades de interagdo com o analito [30].
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Dong et al. [23] desenvolveram um sensor eletroquimico a partir da modificagao de um
eletrodo de carbono vitreo (do inglés, glassy carbon electrode — GCE) com pontos quanticos
de grafeno e B-ciclodextrina, para a determinacdo de L-tirosina em amostras de soro sanguineo
de individuos saudaveis e de pacientes com depressao. Os dados mostraram niveis mais baixos
de L-tirosina no soro sanguineo dos 9 pacientes com depressio (32,45 a 64,55 umol L~!, média
de 47,91 pmol L~!) em relagdo a dos 10 individuos saudaveis (41,75 a 95,67 umol L~!, média
de 58,13 pmol L"), o que foi consistente com relatos anteriores de que deficiéncias de L-
tirosina em humanos pode ser associado a um quadro depressivo.

No que diz respeito a andlises de L-tirosina em suor, Yang et al. [31] desenvolveram um
sensor vestivel de cinco camadas utilizando uma maquina de corte a laser de CO». O sistema
flexivel incluiu sensores multiplexados gravados em substratos de poli(imida) e PET, separados
por esparadrapo. O sensor permitiu além do monitoramento continuo de L-tirosina, obter dados
do teor de 4cido urico e sinais vitais (temperatura e frequéncia cardiaca). Os limites de detec¢ao
obtidos por voltametria de pulso diferencial (do inglés, differential pulse voltammetry - DPV)
foram de 0,74 e 3,6 pmol L™! para o 4cido rico e a L-tirosina, respectivamente. Niveis mais
elevados de ambos os compostos foram observados no suor de individuos que mantinham uma

dieta rica em proteinas.

2.5. Nanomateriais aplicados na construcao de sensores eletroquimicos

O uso de nanomateriais na construcao de sensores eletroquimicos € uma pratica que visa
a melhoria da sensibilidade destas importantes ferramentas analiticas, podendo se encontrar
diversos trabalhos na literatura que utilizam dessa estratégia [32]. Neste campo, a utilizacao de
arquiteturas compostas por nanoestruturas de materiais semicondutores e metais vem se
mostrando uma abordagem promissora [33].

A fim de proporcionar um aumento de area eletroativa do sensor para ampliar os sitios
ativos aptos para a ocorréncia de reagdes redox, a utilizagdo de materiais nanoestruturados zero
dimensionais (0D), unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D), apresenta uma grande
vantagem quando comparado a suas formas tridimensionais (3D) correspondentes, devido a
suas grandes areas superficiais [34]. Dentre os materiais nanoestruturados, os 2D possuem
caracteristicas que tem atraido grande interesse de pesquisa para aplicacdes em areas como

(opto)eletronica, armazenamento de energia e deteccao eletroquimica, tais como sua grande
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relagdo superficie-volume e propriedades elétricas ajustaveis [35]. Esse conjunto de
propriedade faz com que os materiais 2D sejam ideais para o sensoriamento quimico [36].
Considerando que reagdes redox em substratos modificados possuem papel fundamental
em métodos eletroquimicos, faz-se promissor explorar heterojungdes, com destaque as que
envolvem materiais de dimensionalidade reduzida, para construgdo de novos sensores

eletroquimicos [36,37].

2.5.1 Heterojuncgoes

Uma heterojun¢do pode ser definida como a interface entre materiais semicondutores
com diferentes band-gap, o que resulta no alinhamento das estruturas de bandas dos materiais
[38]. No geral, as heterojuncdes podem ser divididas em quatro categorias: semicondutor-
semicondutor, semicondutor-metal, semicondutor-material carbonaceo e de grupo misto [39].

Utilizar heterojungoes, além de propiciar vantagens intrinsecas de cada um dos materiais
envolvidos, fornece propriedades extras provenientes da interagdo entre os mesmos. Dentre as
novas propriedades geradas podem ser citadas a exposicdo e aumento de sitios ativos para as
reacOes redox, aprimoramento na atividade eletrocatalitica da reacdo e/ou no processo de
transferéncia de carga entre o eletrodo e a solugdo, devido aos efeitos sinérgicos entre os
materiais. Por fim, ainda pode-se destacar um aumento na area superficial especifica do sensor
por meio da construcdo de estruturas porosas ou multiniveis [40].

Neste campo, Maheshwaran et al. [41] utilizaram uma heterojuncao 2D/0D a partir de
uma heteroestrutura de carbeto de titdnio e aluminio (Ti3AlC;) e ortovanadato de samario
(SmVO4) para a construg¢do de um sensor eletroquimico para sulfatiazol. Através de
microscopia eletronica, os autores obtiveram informacdes da morfologia irregular em camadas
2D do TizAlC,, onde ficaram ancoradas as nanoparticulas esféricas 0D de SmVO4 com
diametro médio de 40 nm, formando assim uma heterojungdo 2D/0D. Sobre um GCE, a
heteroestrutura proporcionou uma maior area eletroativa e efeito eletrocatalitico ao sensor para
a determinagao de sulfatiazol em amostras de 4gua de rio e urina.

Assim, explorar nanomateriais de diferentes dimensionalidades e suas potenciais novas
arquiteturas baseadas em heterojuncdes se mostra uma abordagem promissora para o

desenvolvimento de sensores eletroquimicos de alta sensibilidade [42,43].
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2.5.2 Nitreto de carbono grafitico, g-C3Ny

O nitreto de carbono grafitico (g-C3Ns, Figura 2) ¢ um material bidimensional
semelhante ao grafeno, tanto em sua estrutura quanto em suas propriedades eletronicas,
podendo ser resumido como um grafeno substituido com nitrogénios [44,45]. E um material
que apresenta elevada area superficial, ndo toxicidade, além de outras propriedades
optoeletronicas, como estruturas de banda apropriadas, absor¢ao de luz visivel e band gap de

2,7 eV [44,46-48].

Figura 2. Estrutura quimica do nitreto de carbono grafitico, g-C3Na.
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Fonte: Extraido de Sanjeev et al., 2022 [44]. Copyright 2024, Elsevier.

Quando comparado aos materiais com propriedades semelhantes, como o 6xido de
grafeno, o g-C3Njy se destaca pela possibilidade de obtengdo através de uma rota sintética mais
simples [44,49]. Sdo reportadas diversas sinteses, todas a partir de uma reacdo de pirdlise,
utilizando precursores ricos em nitrogénio, como: ureia [50], tioureia [51], melamina [52] e
cianamida [53], resultando em uma estrutura de folhas empilhadas, denominado de g-C3N4 bulk

[47].
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Posteriormente, o g-C3N4 pode ser esfoliado, resultando em um material em nanofolhas,
o qual apresenta propriedades que o tornam mais atrativo para o desenvolvimento de sensores
comparado a sua forma bulk. Uma dessas propriedades ¢ o aumento em sua area superficial,
que consequentemente amplifica a area eletroativa de um sensor eletroquimico, o que favorece
mais sitios ativos para reagdes redox [47,54]. Diversos processos de esfoliagdo podem ser
utilizados, como por exemplo, a ultrassonificagdo [55], corrosdo por oxidag¢ao termal [56] ou
processos quimicos [57].

Nesse sentido, Zhang et al. [58] desenvolveram um sensor a base de g-C3Na, dioxido de
mangangés e 6xido de zinco para a detec¢do de metronidazol em amostras de mel. Nahdi et al.
[59] construiram um sensor baseado em g-C3Ny, tridoxido de tungsténio e cobre para a deteccao
de levofloxacina. Bouali et al. [60] propuseram um sensor fabricado com g-C3N4 e Cr2AIC para
a determinacgdo de cabotegravir, principio ativo antirretroviral da classe dos inibidores da HIV
integrase, em amostras farmacéuticas e biologicas. Os trés trabalhos mencionam o
aprimoramento do desempenho dos sensores com a imobilizagdo do g-C3Na.

Outra propriedade do g-C3N4 que ¢ dada pela estrutura do material, é o fato de possuir
sitios coordenadores uniformes de nitrogénio, os quais podem fornecer locais de coordenacao
com metais, permitindo a formagdo de heterojuncdes [61]. Ao se explorar essa propriedade,
pode-se estudar a formacao de novas arquiteturas para sensores, formando heterojuncdes com

outros nanomateriais, como o carbeto de titanio bidimensional (Ti3C>Tx).

2.5.3 Carbetos de metais de transicdo

Em 2011, Gogotsi et al. [62] descobriram uma nova classe de materiais denominados
MXenes. Trata-se de materiais compostos de carbetos, nitretos e carbonitretos de metais de
transi¢do [63]. Esses materiais vém recebendo enfoque na pesquisa cientifica na area de
eletroquimica, principalmente devido a suas propriedades, como alta estabilidade quimica,
condutividade elétrica, grande abundancia de grupos funcionais em sua superficie, facilidade
de sintese com alto rendimento em meio aquoso, além de possuir uma natureza ndo-toxica [64].

A sintese dos MXenes ocorre a partir de uma fase MAX, um acrénimo onde M refere-
se a um metal dos grupos 3 a 7 da tabela periddica (Sc, Ti, V, Cr, Mn, Y, Zr, Nb, Mo, Hf ou
Ta), A sdo elementos do grupo 13 ou 14, e X representa carbono e/ou nitrogénio. Removendo
acamada A da fase MAX, obtém-se os MXenes, com uma férmula geral My+1 X, Tx, com n entre
1 e 3, e Tx referindo-se as terminagdes —O, —OH e/ou —F, dependendo do processo de sintese

adotado [65]. A Figura 3 apresenta um esquema da estrutura da fase MAX e dos MXene.
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Figura 3. (a) Representacdo do processo de sintese do MXene a partir da fase MAX com posterior processo de

esfoliagdo. (b) Representagdo grafica da composi¢do da fase MAX.
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Fonte: Adaptado de Ronchi et al., 2019 [66]. Copyright 2024, Elsevier.

Dentre as diversas moléculas pertencentes a familia dos MXene, os mais explorados na
literatura sao os carbetos de titanio (Ti3C2Tx), os quais sdo obtidos a partir da fase MAX carbeto
de titanio e aluminio (Ti3AlC») [67]. Comparando o TizCoTx com outros materiais 2D, como o
grafeno, esse apresenta caracteristicas, tais como superficies hidrofilicas e grande
condutividade (~6000—8000 S cm™!) que o torna altamente promissor em aplicacdes nas areas
de armazenamento de energia, dessalinizagdao de agua, catdlise, blindagem contra interferéncia
magnética, filmes condutores, entre outras [68].

Esses materiais ainda sdo potenciais agentes redutores em rotas sintéticas de
nanoparticulas metalicas, visto sua propriedade de self-reduction. Com esta vantagem, os
MXene podem exercer a fun¢do de agente redutor e agente estabilizador para as nanoparticulas,
assim atuando tanto no processo de sintese, quanto na estabilizagdo do produto obtido, nao

sendo necessario a adi¢ao de agentes redutores toxicos e nocivos [69].
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5.5.3.1 Self-reduction

Classicamente, uma sintese de nanoparticulas metalicas por vias quimicas envolve um
sal precursor, o qual ¢ reduzido através da agao de um agente redutor, com a presenca de um
agente estabilizante [70]. Por mais que este seja o método mais simples para se obter
nanoparticulas metalicas, existem incoveninentes, principalmente relacionados a toxicidade dos
agentes redutores utilizados, e presenca de impurezas no meio [71]. Assim, torna-se relevante
a busca por rotas que mantenham a simplicidade dos métodos quimicos, mas que evitem a
necessidade de agentes redutores toxicos. Uma destas alternativas ¢ o uso do TizCoTx
(MXenes), que devido aos seus atomos de Ti [Ti" e Ti""] pode atuar como agente redutor
(processo de self-reduction) em algumas reagdes quimicas [72]. Além disso, a extensa area de
superficie do TizCoTx com estrutura em camadas oferece pontos de ancoragem para as
nanoparticulas, contando também com grupos funcionais na superficie e nas bordas (incluindo
—0, —OH e —F) que contribuem para um processo de estabilizagao [73].

Utilizando a propriedade de self-reduction dos Ti3C2Tx, Li et al. [74] desenvolveram um
biossensor a base de Ti3C>Tx, nanoparticulas de ouro (Au NPs) e imunoglobulina G para a
triagem de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Para a sintese de Au NPs, o 4cido
tetraclorodurico (0,1 nmol L) foi vagarosamente adicionado a uma suspensdo aquosa de
T13C, T, a qual foi constantemente agitada por 20 minutos. Por fim, o produto obtido foi lavado
diversas vezes, e resuspenso em agua bidestilada. Foi obtido assim Au NPs com didmetro médio
de 60,76 £ 9,41 nm, utilizando o Ti3C,Tx como agente redutor. Os autores atribuiram a oxidag¢ao
dos atomos de Ti' a Ti'¥ no Ti3C,Tx como responsavel pela redugio a Au NPs.

Similarmente, Wang et al. [72] arquitetaram nanoparticulas bimetalicas de ouro e
paladio para o desenvolvimento de um sensor flexivel para determinag¢do simultdnea de acido
ascorbico, dopamina e acido Urico. Zhao et al. [75] prepararam nanoparticulas bimetalicas de
ouro e paladio, aplicadas em um biossensor para deteccdo de pesticidas organofosforados. Zhen
et al. [73] sintetizaram nanoparticulas de niquel e aplicaram na absor¢do de ondas
eletromagnéticas ajustaveis. Assim, esta propriedade de self-reduction dos Ti3CoTx para sintese
de nanoparticulas metalicas e sua aplicagdo na producao de sensores mais sensiveis, se mostra

uma estratégia promissora.
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2.5 Sensores ratiométricos

Atualmente, a ampla maioria dos sensores eletroquimicos reportados na literatura sao
baseados apenas nos sinais de oxidacao e/ou reducao do analito. No entanto, estes sinais podem
ser facilmente afetados por condi¢des externas, como em decorréncia do equipamento utilizado
e condi¢des ambientais no momento do experimento. Estas dependéncias impdem limites na
validacao dos dados gerados pelos sensores, principalmente em questdoes de repetibilidade e
reprodutibilidade [76-78].

Como uma alternativa a estas limitagdes, os sensores ratiométricos se baseiam na coleta
e racionalizagdo entre sinais eletroquimicos referenciais do sistema de analise com os sinais
fornecidos pelo analito, ou seja, utilizar de uma proporcao entre sinal do analito e sinal de uma
referéncia interna para determinar a concentragao da espécie de interesse. Esses sinais também
sdo afetados similarmente pelo ambiente externo, porém a razdo entre ambos se mantém,
podendo eliminar em certo grau a interferéncia de fatores externos, fornecendo resultados com
maior precisao [78].

Conforme discutido no artigo de revisao elaborado por Yang et al. [79], a estratégia
ratiométrica ainda € emergente no campo de sensores eletroquimicos. O artigo compila diversos
trabalhos com diferentes abordagens visando sensores ratiométricos, e descreve que a ampla
maioria deles foram propostos a partir do ano de 2015. A revisao de Madhu et al. [80] publicado
em 2023, além de mostrar o quanto sensores eletroquimicos se aproveitam da racionalizagdo de
sinais, enfatiza o monitoramento em tempo real de analitos, e a necessidade de maiores avangos
neste campo. Similarmente, Liu et al. [81] discutiram sobre a utilizacdo de sensores
ratiométricos implantaveis para pesquisas cerebrais in vivo. Estes trabalham defendem uma
melhor precisdo dos dados obtidos usando a racionalizacdo de sinais.

Em nosso grupo de pesquisa, Monteiro et al. [82] desenvolveram um sensor
eletroquimico ratiométrico a base de pasta de carbono, que utilizou o sinal voltamétrico de um
andlogo do azul da Prussia, incorporado a pasta, como sinal de referéncia interna para a
determinag¢do de butralina, um pesticida utilizado para evitar o surgimento de pestes em cultivos
agricolas. Nos ensaios de repetibilidade, o sensor forneceu um desvio padrao relativo (do inglés,
relative deviation standard — RSD) para as respostas de corrente de redugdo da butralina de
8,0%. No entanto, a razdo de correntes (analito/referéncia interna) permaneceu quase inalterada
(RSD = 1,5%), o que indicou que a estratégia de detec¢do ratiométrica minimizou os desvios

entre os varios ensaios, € aprimorou a precisao dos dados.
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Também aplicando esta estratégia, Zhong et al. [83] utilizaram a propriedade de self-
reduction e de agente estabilizante do Ti3CoTx para a sintese de nanoaglomerados de prata (do
inglés, Ag nanoclusters - AgNCs), conforme ¢ representado na Figura 4. A sintese foi realizada
gotejando solugdo de AgNOs diretamente em uma dispersdo de Ti3C2Tx. Com isso, os fons Ag"
foram reduzidos, e a dispersao foi misturada com nanotubos de carbono de paredes multiplas
funcionalizados com grupamentos amino. Por DPV, os AgNCs apresentam um pico bem
definido na regido de +0,12 V vs. eletrodo de calomelano saturado (do inglés, saturated calomel
electrode — SCE), o que possibilitou o uso desse sinal para o desenvolvimento de um sensor
ratiométrico sobre um GCE. Usufruindo da razdo entre a corrente obtida para o carbedazim
(analito) com o sinal referente a oxidacdo dos AgNCs, o sensor construido apresentou dados

sensiveis e com adequada precisio.

Figura 4. Esquema da sintese ¢ aplicagdo do MXene@AgNCs/NH,-MWCNTs sobre um GCE, com posterior
analise de carbedazim. Inserido: voltamograma de pulso diferencial obtido para analise do carbedazim (CBZ) com

o sinal constante da referéncia interna de AgNCs.
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Fonte: Extraido de Zhong et al., 2021 [83]. Copyright 2024, Elsevier.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um novo sensor eletroquimico ratiométrico através da modificagdo de um
eletrodo de carbono vitreo com uma heterojun¢ao 0D/1D/2D constituida por carbeto de titdnio
(T13C,Tx), nanoparticulas de prata (Ag NPs) e nitreto de carbono grafitico (g-C3Ns) para a

determinagdo do aminoacido L-tirosina.

3.2 Objetivos especificos

¢ Sintetizar o Ti3C2Tx (MXene) a partir do seu precursor Ti3AIC: (fase MAX);

o Sintetizar o g-C3N4 a partir do seu precursor melamina;

¢ Sintetizar Ag NPs utilizando o Ti3C2Tx como agente redutor e estabilizante;

e Realizar a caracterizacdo dos materiais obtidos pelas técnicas de difracdo de raios X,
espectroscopia na regido do infravermelho e UV-visivel, de fluorescéncia, de fotoelétrons
de raios X, microscopia eletronica de transmissao e potencial zeta;

e Modificar a superficie de um eletrodo de carbono vitreo com Ti3C,Tx, g-C3Ns e Ag NPs;

e Avaliar a possibilidade da constru¢do de um sensor ratiométrico para determinagao de L-
tirosina (analito) com base no sinal voltamétrico de Ag NPs (referéncia interna);

e Estudar o comportamento eletroquimico da L-tirosina sobre os sensores desenvolvidos;

e Otimizar o método eletroanalitico para a determinagdo de L-tirosina, através das
condi¢des experimentais como, valor de pH, natureza do eletrdlito de suporte, técnica
voltamétrica e parametros da técnica;

e Construir a curva de calibracdo para a L-tirosina;

e Determinar a faixa linear, limites de detec¢do e quantificagdo para a L-tirosina;
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solucoes

Para o preparo das solugdes, foi utilizada dgua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q
(Merck, EUA; resistividade 18,0 MQ cm) e reagentes de grau analitico. Para sintetizar o
Ti3C,Tx foi utilizado o precursor TizAlC> como fase MAX (Merck, 95%) e HF (Synth, 48%).
Precursores melamina (Merck, 99%) e sulfato de amonio (Merck, 99%) foram utilizados para
a sintese do g-C3N4 e solucdo de AgNOs (Neon, 99,9%) como precursor das Ag NPs. As
solugdes tampdo fosfato de sodio (NaH:PO4/Na;HPOs), acetato de sodio
(CH3COOH/CH3COONa), Mcllvaine (4cido citrico/Na,HPO4) e  Britton-Robinson
(H3BO3/CH3COOH/H3PO4) foram testadas como eletrolitos de suporte. Solugdes estoque de L-
tirosina (Merck, >99%) foram preparadas em 4dgua ultrapura na concentra¢do de 5,0 mmol L',

Solugdes de menor concentragao foram preparadas mediante diluigao.

4.2. Sintese dos nanomateriais Ti3C2Tx, Ag NPs e g-C3N4

A sintese do Ti3C.Tx (MXene) foi realizada conforme a literatura [67], na qual em
béquer de plastico, 12,0 mL de HF concentrado e 8,0 mL de dgua ultrapura foram adicionados
a 1,0 g de Ti3AIC; sob agitacdo por 5 h. Posteriormente, a suspensao foi lavada e agitada
manualmente com 120 mL de dgua ultrapura, seguida de centrifugacao por 5 min em 3500 rpm,
até a correcdo do pH entre 5-6, sendo reservado o sobrenadante (dispersdo de coloracdo verde
escuro), para posterior sintese das Ag NPs. A escolha desta faixa de pH deve-se ao fato de
condigdes acidas alteram o equilibrio eletrostatico e enfraquecem as forcas de repulsdo, levando
a instabilidade da dispersdo e a automontagem ordenada das nanofolhas de Ti3CoTx.

As Ag NPs foram sintetizadas a partir da adi¢ao de aliquotas (5,0 a 200 pL) de solugdo
de AgNO; 0,05 mol L' em 1,0 mL da dispersdo de Ti3C2Tx, contendo 0,05 mL de solucdo de
NaOH 1,0 mol L. Este procedimento usou a propriedade de self-reduction do TizC2Tx para
reduzir os ions Ag" para Ag’, formando as nanoparticulas Ag NP-Ti3C,Tx, as quais também
foram estabilizadas pelo Ti3Ca2Tx, que em meio basico tem sua morfologia alterada para uma
estrutura de nanofios reticulados [84]. A quantidade de AgNO3 foi otimizada de modo a
proporcionar as maiores intensidades de corrente tanto para as Ag NPs quanto para a L-tirosina

nos estudos de voltametria ciclica (do inglés, cyclic voltammetry — CV).
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A sintese do g-C3Ny foi realizada a partir da mistura de 5,0 g de melamina e 5,0 g de
sulfato de amonio em um almofariz de 4gata e transferidos para um cadinho para calcinagdo a

! obtendo as

600 °C por 2 h em forno mufla com uma rampa de aquecimento de 2 °C min~
nanofolhas de g-C3N4 [85]. Posteriormente, para obtengdo de uma suspensao de nanofolhas de
g-C3N4, foram pesados 2,0 mg do g-C3N4 em um tubo falcon, no qual foi adicionado 1,0 mL de
dgua ultrapura e submetido a um banho ultrassonico por 30 min.

A heteroestrutura de Ag NP-TizCTx/g-C3N4 foi obtida ao se misturar volumes
otimizados de Ag NP-Ti3C>Tx e de nanofolhas de g-C3N4, sendo submetidos a 30 min de banho

ultrassonico, a fim da formagdo de uma heterojun¢do entre os materiais.

4.3 Caracterizacoes dos nanomateriais

As caracterizagdes morfologicas dos materiais sintetizados foram realizadas por
microscopia eletronica de transmissdo (do inglés, transmission electron microscopy — TEM)
usando um microscopio JEM-1011 (JEOL, Japao) operando em uma tensao de aceleracdo de
100 kV. Estas anéalises foram realizadas no Laboratdério Central de Microscopia Eletronica
(LCME) da UFSC. Posteriormente, o didmetro médio das Ag NPs foi estimado contabilizando
aleatoriamente ao menos 100 particulas, através do software ImageJ (National Institutes of
Health, EUA).

As andlises espectroscopicas no UV-vis foram realizadas em um espectrofotdometro UV-
1800 (Shimadzu, Japdo) em cubeta de quartzo, com caminho Optico de 1,0 cm. As
caracterizagoes de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR, do inglés, Fourier-transform infrared spectroscopy) foram realizadas em um
espectrofotometro infravermelho Alpha (Bruker, Alemanha) no modo de transmissdo,
utilizando um equipamento com refletancia total atenuada (ATR, do inglés, attenuated total
reflectance) na Central de Andlises do Departamento de Quimica da UFSC.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro F4500 (Hitachi,
Japdo), equipado com termostato, usando cubeta de quartzo de 1 cm de caminho. Os
experimentos foram realizados em atmosfera aerada, a 25 °C com abertura de fenda (slit) de
emissao e excitacao de 5,0 nm. Estas analises foram realizadas no Laboratério de Polimeros e
Surfactantes (POLISSOL) localizado no Departamento de Quimica da UFSC.

O potencial zeta das Ag NPs foram determinados utilizando um Zetasizer Nano Series
modelo ZS (Malvern Instruments, Reino Unido), operando em 173°. O potencial zeta foi

avaliado por anemometria laser-doppler operando em 4,0 mW utilizando uma célula
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eletroforética DTS1070, onde se estabeleceu um potencial de +£150 mV. Estas analises foram
realizadas no Grupo de Estudos em Materiais Poliméricos (POLIMAT) localizado no
Departamento de Quimica da UFSC.

As andlises de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (do inglés, X-ray
photoelectron spectroscopy — XPS) foram realizadas no Laboratério de Nanomateriais e
Ceramicas Avancadas (NaCA) localizado no Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC, USP)
utilizando espectrometro de raios X ESCA+ (Scienta-Omicron, Suécia) equipado com
monocromador, fonte de raios X Al Ka (hv = 1486,6 V).

Os ensaios de difragdo de raios X (do inglés, X- ray diffraction — XRD) foram realizados
em um difratdmetro multiuso MiniFlex600 (Rigaku, Japao) em geometria de Bragg-Brentano,
equipado com uma fonte de Cu Ka (A = 0,15418 nm) a 40 kV e 30 mA varrendo de 5 a 90°
usando uma taxa de 5 °/minuto. Estas analises foram realizadas no Laboratorio Interdisciplinar
de Desenvolvimento de Nanotecnologia (LINDEN) localizado no Departamento de Engenharia

Quimica e Engenharia de Alimentos da UFSC.

4.4 Construcao do sensor eletroquimico

Um GCE com érea geométrica de 0,07 cm? foi previamente polido com alumina (0,05
um) em feltro por 2 min. Em seguida, para remover quaisquer residuos de alumina e
contaminantes de sua superficie, o GCE foi deixado por 90 s em banho ultrassonico com agua
ultrapura.

A modificagdo da superficie do GCE foi realizada pelo método drop coating, gotejando
uma aliquota de 2,0 uL de suspensdo de AgNP-Ti3CoTx-g-C3N4 na superficie do eletrodo. O
sensor Ag NP-Ti3C2Tx/g-C3N4/GCE foi levado a uma estufa (T = 45 °C) para secagem e
formacgao do filme em sua superficie. Foi utilizado um filme por medida. Apoés isso, a superficie

do GCE foi mecanicamente limpa e um novo filme foi preparado por drop coating.

4.5 Medidas eletroquimicas e otimizacio do método analitico para L-tirosina

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato PGSTAT101
(Metrohm Autolab B.V., Holanda), utilizando o software Nova (versao 1.11). Um conjunto de
trés eletrodos foi empregado para a realizagdo das medidas, sendo eles, 0 AgNP-TizCoTx-g-

C3N4/GCE como eletrodo de trabalho, um contra-eletrodo de platina e um eletrodo de referéncia
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de Ag/AgCl, KCI saturado. Os eletrodos foram dispostos em uma cela eletroquimica com
capacidade de 15,0 mL para os ensaios.

O comportamento eletroquimico da L-tirosina foi estudado por CV sobre o sensor Ag
NP-Ti3C,Tx-g-C3N4/GCE e em suas diferentes etapas de modificagdo. O eletrodo que
apresentou os picos de corrente mais intensos e definidos, tanto para a L-tirosina quanto para
as Ag NPs foi selecionado, bem como o que ndo apresentou sinais interferentes. O sinal
voltamétrico de oxidagdo das Ag NPs foi selecionado como referéncia interna para a constru¢ao
de um sensor ratiométrico, sendo utilizado juntamente com o sinal da L-tirosina para obter uma
proporg¢ao entre eles (divisdo da corrente de oxida¢ao da L-tirosina pela corrente de oxidagao
das Ag NPs).

Também por CV, foram selecionadas as melhores condig¢des do eletrolito de suporte
(composicao da solugdo tampao e pH) e estudado a reagado eletroquimica da L-tirosina através
da variagao da velocidade de varredura. Foram otimizados os parametros da DPV (velocidade
de varredura, amplitude de pulso e tempo de pulso) afim de aprimorar as intensidades de
correntes de oxidacao da L-tirosina. Dessa forma, foram construidas curvas de calibragdo para
a obtencdo da faixa linear, limites de detec¢@o e quantificagcdo, assim como a sensibilidade do

NOVo Sensor proposto.

4.6 Seguranca em laboratorio e tratamento de residuos

Os residuos aquosos gerados durante a sintese do TizC.Tx foram devidamente
neutralizados e armazenados. Os residuos solidos provenientes do material, classificados como
halogenados, foram armazenados de maneira separada. Um cuidado especial foi dedicado aos
residuos de acido fluoridrico (HF), os quais foram diluidos de forma controlada em agua e
imediatamente neutralizados com carbonato de célcio (CaCO3). Em seguida, foi adicionado
cloreto de calcio (CaCly) para precipitagdo do fluoreto e/ou carbonato, sendo posteriormente
armazenados em frascos plasticos. As Ag NPs foram transferidas para outro recipiente
destinado a residuos, dada a necessidade de um tratamento especifico devido ao seu tamanho,
que facilita a difusdo em solos e recursos hidricos, além da dificuldade de remog¢ao por meio de
filtragdes convencionais.

Os demais residuos aquosos provenientes de solugdes tampao, e residuos solidos, como
papéis, ponteiras, feltro, luvas, entre outros foram coletados por uma empresa contratada pela

universidade, para serem devidamente tratados e incinerados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizac¢ao do preparo da heteroestrutura Ag NP-TizC2Tx-g-C3N4

5.1.1 Otimizagdo da quantidade de AgNO;3

Com objetivo de otimizar a quantidade de AgNOs3 utilizada na obten¢do das Ag NPs,
foram realizadas diferentes sinteses através de adigdes de 5,0 a 200 pL de solugdo de AgNOs
0,05 mol L~! a 1,0 mL da dispersdo do Ti3C2Tx. Os espectros UV-vis (Fig. 5) para cada sintese
foram registrados adicionando uma aliquota de 1,0 mL de cada sintese de Ag NP-Ti13C,Tx (ou

somente do TizCoTx) em uma cubeta de quartzo, juntamente com 2,0 mL de 4gua ultrapura.

Figura 5. Espectros UV-vis registrados para 1,0 mL de dispersao de TisC,Tx (espectro x) ou Ag NP-Ti;CoTx
(espectros a até j) em 2,0 mL de agua ultrapura: (A) Espectros UV-vis referentes as sinteses de Ag NP-Ti3CoTx
contendo (a) 5, (b) 10, (¢) 15, (d) 20, (e) 25 e (f) 50 uL; e em (B) utilizando (g) 75, (h) 100, (i) 150 e (j) 200 puL
de AgNO; 0,05 mol L!. Em (C), comparagio entre os espectros UV-vis das sinteses contendo 50 e 75 uL de
solugdo AgNO5 0,05 mol L™! e somente Ti;CoTx.
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A sintese de Ag NPs utilizando TizCoTx como agente redutor (self-reduction) e
estabilizante foi confirmada com base na banda registrada em 480 nm, caracteristica do
processo de ressonancia plasmonica de superficie de Ag NPs [86]. Esta banda foi registrada nos
espectros contendo Ag NP-Ti3C,Tx (Fig. SA e 5B, espectros a até j) e ndo registrada no espectro
contendo apenas o Ti3C,Tx (Fig. SA e 5B, espectro x). Também foi observado um aumento na
intensidade desta banda até a condicdo de sintese com um volume de 50 uL de AgNO;3 0,05
mol L~! (Fig. 5A - espectro f'e Fig. 5C).

Ademais, a banda em 735 nm nos espectros do Ti;C2Tx (Fig. SA-C, espectros x) foi
associada a uma transicdo envolvendo os orbitis dz’ dos 4tomos de Ti [87], ¢ o seu
desaparecimento nos demais espectros foi um indicativo de que o Ti deste material atuou como
agente redutor na sintese das Ag NPs, visto que o Ti'"' é o estado de oxida¢do majoritario para
este material [88], o qual apresenta configura¢io d’. Em caso de oxidacgdo para Ti'V, este passa
a apresentar configuracio d’, o que explica o desaparecimento da banda em 735 nm. Por fim, o
aparecimento de uma banda em 345 nm nos espectros de Ag NP-TizCoTx (espectros a até j), a
qual foi atribuida a formagdo de TiO, onde o Ti apresenta estado de oxidagdo 4+ [89], ocorre
devido ao meio aquoso, que naturalmente favorece a oxidacao do Ti, mas pode se intensificar
com agao de agente redutor para a sintese das Ag NPs.

A variagdo de 5,0 a 200 uL nas aliquotas de AgNO3 0,05 mol L~! adicionada a dispersio
de Ti3CoTx para a sintese das Ag NPs também foi avaliada por CV. Os voltamogramas ciclicos
(Fig. 6A) apresentaram um pico de oxidagdo em +0,31 V vs. Ag/AgCl, KClsay, decorrente da
oxidagdo das Ag NPs [83], com aumento nas intensidades de corrente de pico a medida em que
se adicionou mais AgNO; durante a sintese até a condi¢do de 50 pL de AgNOs 0,05 mol L'
(Fig. 6A - curva f, e em destaque na Fig. 6C). A partir do uso de 75 uL de AgNO3 0,05 mol L™!
(Fig. 6B - curva g, e em destaque na Fig. 6C), registrou-se um segundo pico de oxidacao em
+0,5 V vs. Ag/AgCl, KClgay, referente a oxidagdo irreversivel do TizCoTx, atribuido a
protonagdo/desprotonagdo dos grupos funcionais de superficie, com mudangas subsequentes no
estado de oxidacdo do Ti [90]. Além disso, na varredura no sentido de reducao, foi registrado
um sinal em +0,19 V vs. Ag/AgCl, KClsan), atribuido a redugio dos ions Ag” em excesso na
dispersdao Ag NP-Ti3C,Tx, os quais ndo foram reduzidos previamente durante a sintese das Ag
NPs [91].

A partir destes dados, o volume de 50 uL de AgNO;3 0,05 mol L~! para cada 1,0 mL de
dispersao de Ti3C,Tx foi selecionado para a sintese das Ag NPs utilizada no preparo do Ag NP-

Ti3C,Tx/GCE, por conta deste volume fornecer as maiores respostas de corrente para a oxidagao
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das Ag NPs, além de ndo apresentar picos extras no voltamograma.

Figura 6. Voltamogramas ciclicos em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™! (pH 5,0) utilizando o Ag NP-
Ti;CoTy/GCE preparado a partir de diferentes aliquotas de solugdo AgNOs 0,05 mol L™!, sendo em (A) (a) 5, (b)
10, (c) 15, (d) 20, (e) 25 e (f) 50 uL; e em (B) (g) 75, (h) 100, (i) 150 e (j) 200 uL. Em (C), destaque para a
comparago entre as sinteses de Ag NPs utilizando 50 ¢ 75 pL de solugdo AgNO3 0,05 mol L™\, v=50mV s™..
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5.1.2 Otimizagdo do pH da dispersao de Tiz;C>Tx

A estabilidade das Ag NPs foi avaliada por medidas de potencial zeta () em diferentes
valores de pH da dispersdo de TizCoTx (Fig. 7). Esta andlise ¢ fundamental, pois as
nanoparticulas, ao entrarem em contato com o solvente, adquirem carga elétrica em suas
superficies, o que resulta na geragao de forcas atrativas e/ou repulsivas entre elas. Assim, um
sistema coloidal serd estidvel se nanoparticulas estiverem altamente carregadas, seja
positivamente ou negativamente, para ndo se aglomerarem. No entanto, se as particulas nao
apresentarem carga elevada em suas superficies, as for¢as de atracdo podem predominar,
fazendo com que se aglomerem [92]. Portanto, obter uma dispersao coloidal estavel significa

eliminar as forgas atrativas de Van der Waals entre as particulas do sistema [93]. Em termos
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gerais, um sistema coloidal pode ser considerado estdvel se o potencial { possuir valores

maiores que +30 mV ou menores que —30 mV [94].

Figura 7. Potencial zeta vs. pH da dispersdo de Ti3C,Ty, sendo: (a) TizC,Tx e (b) Ag NP-Ti3C,Ty.
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Como destacado na Figura 7, o sistema que apresentou maior estabilizacdo foi o
preparado em dispersdo de Ti3C,Tx em pH 5,0, apresentando um potencial £ de +30,17 mV.
Desta forma, esta condi¢@o de pH foi selecionada para ser utilizada na sintese das Ag NPs nos

estudos seguintes.

5.1.3 Otimizagdo da concentragdo de g-C3Ny no preparo da heteroestrutura Ag NP-Ti3C>T\-
g-C3Ny

Espectros de fluorescéncia para diferentes concentragdes da dispersao de g-C3N4 (Fig.
8A) foram realizados para verificar sua agregacao em solucdo. Isso ocorre porque, a partir de
uma determinada concentracdo de espécies, o efeito de autoagregac¢do reduz a relaxagdo
radiativa, gerando efeitos de autoabsorcao e do filtro interno [95].

Neste estudo, as intensidades de fluorescéncia aumentaram conforme a concentragao de
g-CsNs foi elevada até 0,15 mg mL~! (Fig. 8B). Apos esta condigio, houve um descréscimo nas
intensidades, o que foi relacionado a um estado agregado (bulk) do g-CsNs, aumentando o
tamanho de suas particulas e reduzindo sua area superficial [96]. Visto que o uso de materiais

com elevada area superficial ¢ desejavel para o desenvolimento de sensores eletroquimicos, a
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concentragio de 0,15 mg mL~! de g-C3N4 foi selecionada como concentragio otimizada para a

o preparo da heteroestrutura Ag NP-Ti3CoTx-g-C3Na.

Figura 8. (A) Espectros de fluorescéncia para dispersdes de g-C3Ns em agua ultrapura em diferentes
concentragdes: a-h: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,15; 0,20; e 0,40 mg mL~". (B) Grafico de intensidade de banda

a 448 nm vs. concentragdo de g-C3Na.
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5.2 Caracterizacoes espectroscopicas, morfologicas e composicionais da dispersio de Ag

NP-Ti3C2Tx-g-C3N4
5.2.1 Anadlise visual da formacdo das Ag NPs

Apos a centrifugacdo da dispersao de TizC,Tx, seu sobrenadante constituido por
nanofolhas foi utilizado para a sintese das Ag NPs pelo processo de self-reduction. A mudanga
de coloracdo da dispersdo de nanofolhas de Ti3C>Tx de verde escuro (Fig. 9A) para marrom
claro (Fig. 9B) indicou a formag¢ao das Ag NPs. Este fendmeno ocorreu devido a presenga das
Ag NPs, que naturalmente se apresentam em dispersao amarela [97], mas com a coloragdo verde

escura dos Ti3C,Tx, resultou em uma coloragdo marrom claro.
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Figura 9. Imagem das dispersdes de (a) TisC,Tx e (b) Ag NP-Ti3C,Tx.

5.2.2 Caracterizacdo por espectroscopia UV-Vis

Com o preparo das dispersdes de TizCoTx, Ag NP-Ti3CoTx e Ag NP-Ti3C2Tx-g-C3Ny
foram realizadas caracterizacgdes por espectroscopia UV-vis (Fig. 10A). O espectro UV-vis para
o Tiz3CoTx (Fig. 10A - espectro b) apresentou duas bandas caracteristicas na regido de 200 a
1000 nm. A banda localizada na regido de 325 nm (Fig. 10B) foi atribuida a presenc¢a de TiO»,
gerado pela oxidacao do Ti3C,Tx em virtude do meio aquoso [98]. Enquanto que a banda em
em 735 nm (Fig. 10C) foi atribuida a transi¢do interbanda, envolvendo os orbitais dz? do Ti
com os orbitais p do carbono [87].

O espectro referente ao g-C3N4 (Fig. 10A - espectro c) se mostrou bastante caracteristico
[99], sendo registrada uma intensa banda em 320 nm, tipico de um material semicondutor,
proveniente da transferéncia de carga dos orbitais HOMO dos atomos de nitrogénio (orbitais
2p), para os orbitais LUMO dos dtomos de carbono (orbitais 2p) [100]. Além disso, duas outras
bandas de menores intensidades, uma em 390 nm, atribuida a transi¢des n — 7", referente a
transferéncia eletronica do orbital ndo ligante do nitrogénio para um orbital anti-ligante
aromatico, e outra na regido de 240 nm atribuida a transi¢des T — ©* do anel aromético [100].

Apos a sintese das Ag NPs, o espectro do Ag NP-Ti3C,Tx (Fig. 10A, espectro d) ndo
apresentou as bandas caracteristicas do espectro do Ti3CoTx puro (Fig. 10A, espectro b). Em
compensagao, foi constatada a presenga de uma nova banda na regidao de 400 nm, caracteristica
das Ag NPs [101]. Esta alteracao foi um indicio de que a sintese das Ag NP ocorreu usando o

Ti3C,Tx como agente redutor.
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Figura 10. (A) Espectros UV-vis de (a) branco em agua ultrapura, (b) Ti3C2Tx, (¢) g-C3Na, (d) Ag NP-Ti3C,Tx €
(e) Ag NP-Ti3C,Tx-g-CsN4. (B) ampliagdo do espectro (b) na regido de 400 nm até 200 nm, (C) ampliagdo do
espectro (b) na regido de 900 nm até 550 nm, (D) ampliag¢ao do espectro (d) na regido de 500 nm até 250 nm e (E)

ampliacdo do espectro (e) na regido de 450 nm até 250 nm.
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Por fim, no espectro referente ao Ag NP-Ti3CoTx-g-C3Ns (Fig. 10A - espectro e) foi
constatado a presenga de duas bandas. A primeira na regido de 390 nm, atribuida a sobreposi¢ao
das bandas das Ag NPs com uma das bandas menos intensas do g-C3Na, € a segunda, na regidao

de 320 nm, j4 atribuida anteriormente ao g-C3N4 (Fig. 10E).

5.2.3 Caracterizacoes estruturais por DRX

Um difratograma de raios X (Fig. 11) foi realizado para a caracterizagdo estrutural do
Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3N4. Os picos relacionados aos planos cristalograficos do Ti3C,Tx (picos a)
observados em 9,01°, 18,25°, 34,19° e 60,69°, foram correspondentes aos planos (002), (006),
(008) e (110), respectivamente [102,103]. Os sinais do g-C3N4 (picos b) se apresentaram em
13,90°, sendo atribuido ao plano (002) e representando as unidades tristriazina, e em 27,60°,
sendo atribuido ao plano (100) e representando o empilhamento entre camadas dos segmentos

aromaticos (JCPDS n°® 87-1526) [104]. Para as Ag NPs (picos c), quatro sinais foram obtidos,
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em 38,84°, 43,40° 64,08° e 78,18° sendo referidos aos planos (111), (200), (220) e (311),
respectivamente [105].

Figura 11. Difratograma de raios X obtido para a heteroestrutura Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3N4 com sinais referentes
aos planos cristalograficos do (a) TizC,Tx, (b) g-C3N4 e (c) Ag NPs.
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5.2.4 Caracterizacoes morfologicas por TEM

Imagens de microscopia eletronica foram realizadas para a compressao da morfologia
dos diferentes materiais, bem como sua interagdo na formagdo de uma heterojungdo. As
imagens de TEM revelaram estruturas em nanofolhas tanto para o Ti3CoTx (Fig. 12A), quanto
0 g-C3N4 (Fig. 12B) quando dispersos em agua. Apos a sintese das Ag NPs, foram registradas
como um subproduto nanoparticulas esféricas de TiO, com diametro médio de 63,47 + 23,01
nm dispersas em Ag NP-TizCoTx (Fig. 12C), em decorréncia do processo self-reduction,
conduzido pela oxidagio do Ti'™a Ti'V [88]. Além disso, como a sintese foi realizada em meio
alcalino, a morfologia do Ti3C,Tx foi convertida para nanofios reticulados, caracterizando-o
como um material unidimensional (1D). Nestas condigdes, os grupos de superficie do Tiz3CoTx,
como o —F, sdo gradualmente substituidos por grupos —O/~OH, o que enfraquece a forca da
ligacdo C—Ti na superficie de Ti3C,Tx. Ademais, o C exposto apos a quebra das ligagdes, pode

ser ainda oxidado em CO e CO». Consequentemente, com esta fratura, alguns poros sdo
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inicialmente formados na superficie das nanofolhas, e posteriormente, a expansao destes poros,
resulta na formacao de nanofios reticulados [84].

Por fim, a heteroestrutura Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3N4 (Fig. 12D), mostra as Ag NP-Ti3CTx
dispersas nas nanofolhas de g-CsN4, sendo este um material bidimensional (2D), indicando uma
interacdo entre eles. A imagem de TEM aponta que as Ag NPs permaneceram ancoradas nos
nanofios de Ti3C,Tx, sendo seu diametro médio estimado em Ag NPs em 3,90 + 0,96 nm, o que
se caracterizou como um material zero dimensional (0D).

Confirmada a morfologia e a interagdo entre os trés nanomateriais, pode-se descrever
que foi alcancada uma heterojuncdo 0D/1D/2D, sendo um material promissor para o

desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

Figura 12. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo para (A) TizC,Tx, (B) g-C3N4, (C) Ag NP-Ti3C, Ty,
com histograma de distribui¢do de tamanho de nanoparticulas de TiO; (subproduto), e (D) Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3Ny,

com histograma de distribui¢do de tamanho das Ag NPs.
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5.2.5 Caracterizagoes espectroscopicas por fluorescéncia

Visando confirmar as interagdes entre os materiais da heteroestrutura Ag NP-Ti3CoTx-
g-C3N4, foram realizados estudos de espectroscopia de fluorescéncia. Isoladamente, o g-C3N4
¢ um material que apresenta intensa fluorescéncia em 448 nm (Fig. 13, espectro a), em virtude
das transi¢des internas do anel s-triazina de sua estrutura [106]. No entanto, tanto as Ag NP-
Ti3CoTx (Fig. 13, espectro ¢), quanto o TizCoTx (Fig. 13, espectro d) ndo apresentaram nenhum
comportamento de fluorescéncia. Ao analisar o espectro da heteroestrutura Ag NP-Ti3CoTx-g-
C3N4 (Fig. 13, espectro b), o acentuado decréscimo na intensidade da banda do g-C3Na, indicou
a existéncia de interacdo entre os materiais através da formag¢do de uma heterojungao

0D/1D/2D, o que resultou na supressao da fluorescéncia do material.

Figura 13. Espectros de fluorescéncia referentes a 150 pL das dispersdes de (a) g-C3Ns, (b) Ag NP-Ti3CoTx-g-
CsN4, (¢) Ag NP-Ti3C, Ty e (d) Ti3C,Txem 1,0 mL de agua ultrapura.
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5.2.6 Caracterizacoes espectroscopicas por XPS

Analises de XPS foram realizadas para a avaliagdo espectroscopica e constiticional da
heteroestrutura Ag NP-Ti3C,Tx. O espectro Survey para o Ag NP-TizCoTx (Fig. 14A)
apresentou picos caracteristicos dos orbitais dos elementos que o constituem, sendo os

principais em em 462 eV, ao orbital 2p do titanio, em 372 eV, correspondentes ao orbital 3d da
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prata, 284 eV, referente ao orbital 1s do carbono, em 529 eV, referente ao orbital 1s do oxigénio
e em 684 eV, ao orbital 1s do fluor. A presenca dos picos referentes ao C 1s e O 1s indicaram

que o Ti3C,Tx foi funcionalizado com grupos funcionais —OH [107].

Figura 14. (A) Espectro Survey para a heteroestrutura Ag NP-Ti3C, Ty e espectros de alta resolucdo para os orbitais

(B) 2p do titanio, (C) 3d da prata, (D) 1s do carbono, (E) 1s do oxigénio e (F) 1s do fluor.
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Para avalia¢des mais especificas sobre a estrutura eletronica e estado de oxidagdo dos
atomos constituintes, espectros XPS de alta resolucao foram realizados nas regides de energia
de ligagcdo mencionadas no espectro Survey. A partir da deconvolugdo do espectro obtido para

o Ti 2p (Fig. 14B), foram obtidos quatro picos, sendo dois de dupletos assimétricos (divisao
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spin orbita Ti 2p3» e Ti 2p12), com separacao de 6,1 eV entre cada sinal. Além disso, os picos
referentes aos orbitais Ti 2p1,» foram mais alargados que os referentes ao Ti 2p3.. Esta diferenga
foi justificada por um possivel canal de decaimento Coster-Kroning, o que corrobora com a
literatura [108]. Os sinais em 454,80 e 460,90 eV podem ser atribuidos a ligagdes C-Ti"l-T,
onde o Tx se refere as funcionalizagdes de superficie do Ti3C,Tx, sendo essas terminagdes —O
(2p32) € —OH (2p112), respectivamente. J& os sinais em 458,05 e 464,15 foram atribuidos as
ligagdes Ti'V—O em moléculas de TiO, para os orbitais de multiplicidade 2ps2 e 2pin,
respectivamente [109—111]. A maior intensidade dos sinais referente ao Ti'¥ em relacdo a Ti'l},
mostrou que a maior parte deste elemento foi encontrado em seu estado mais oxidado, sendo
um dos indicativos de que o mesmo atuou como agente redutor na sintese das Ag NPs.

O espectro de alta resolugcdo da Ag 3d foi analisado (Fig. 14C) para compressao do
processo de self-reduction. A partir de sua deconvolucdo, foram obtidos dois picos, referentes
aos orbitais Ag 3dsz e Ag 3ds2 localizados em 366 e 372 eV, respectivamente. A separagao de
energia de 6 eV entre esses sinais, indicou que a Ag se encontra em estado de oxidagdo 0 [112],
corroborando com as discussdes anteriores sobre a formacgao de Ag NPs.

Ademais, a avalia¢do dos potenciais padrao para Ag (Eq. 1) e Ti (Eq. 2) também indicam
a espontaneidade da reagdo de redugdo dos ions Ag" dado seu valor de potencial de redugio

mais positivo em relagdo do Ti, o qual tem a oxidagdo favorecida [113].

Ag'+e = A’ E°=+0,799 V (Eq. 1)
Ti*'+e =2 Ti* E°=-0,092 V (Eq. 2)

A deconvolugdo do espectro do C s (Fig. 14D) forneceu quatro sinais, nas energias de
ligacdo de 280,4, 281,35, 284 e 286,8 eV, os quais foram atribuidos as liga¢gdes C-Ti, C-Ti-O,
C-C e C-0O, respectivamente [109,114]. Enquanto isso, o espectro do O 1s (Fig. 14E) apresentou
trés sinais, um em 528,9 eV, referente as ligacdes Ti-O em moléculas de TiO,, enquanto as
ligacdes C-Ti-Tx foram representadas pelos sinais em 529,65 (Tx = O) e 531,35 eV (Tx = OH)
[115]. Jaespectro do F 1s (Fig. 14F), foi deconvoluido em apenas um sinal em 684,3 eV, situado
em regides de maior energia, devido a grande eletronegatividade do fluor, o qual foi relacionado
a ligacao C-Ti-F [88].

Por fim, a Tabela 1 sumariza todos os sinais obtidos pelas deconvolugdes dos espectros
de alta resolucdo dos elementos analisados, suas energias de ligacdo no maximo do pico e a

atribui¢ao destes sinais.
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Tabela 1. Atribuigoes das energias de ligagdo para Ag NP-Ti3C,Tx obtidas com os espectros de alta resolugdo de

XPS.

Regido Energia de ligacio / eV Atribuicio
Ti 2p 454,80 C-Ti"-Ox 2p3
458,05 Ti"VO; 2p3»
460,90 C-Ti"-(OHOx 2p1/2
464,15 Ti"VO, 2p12
Ag3d 366,95 Ag’ 3dsp
372,95 Ag’3dsn
Cls 280,40 C-Ti
281,35 C-Ti-O
284,00 C-C
286,80 C-O0
Ols 528,90 Ti0,
529,65 C-Ti-Ox
531,35 C-Ti-(OH)x
F1s 684,30 C-Ti-F

5.2.7 Caracterizagoes espectroscopicas por ATR-FTIR

Mais informagdes sobre a funcionalizag¢do da superficie do TizCoTx e sua interagdo com
os nanomateriais Ag NPs e g-C3N4na heterojuncao 0D/1D/2D foram obtidas por espectros da
regido do infravermelho.

O espectro ATR-FTIR do TizCoTx. (Fig. 15A-15C, espectro a) apresenta bandas em
3400, 2924 1620 e 860 cm™!, referentes as terminagdes -OH, C—H, C=0 e C—F na superficie

1

do material. J4 a banda na regidao de 600 cm™ representou as ligacoes Ti—O presentes nas

moléculas de TiO,, devido a oxidagdo do Ti'!

em meio aquoso [116].

Em seguida, foi avaliado como as Ag NPs interferiram no espectro ATR-FTIR do
Ti3C,Tx (Fig. 15A-C, espectro b). Ocorreram deslocamentos nas bandas em 3400 (Fig. 15B) e
1620 cm™! (Fig. 15C), referentes as funcionalizagdes da superficie do TisC.Tx que contém
oxigénio, deslocando-as para 3435 e 1635 cm™!, respectivamente. Como os grupamentos C=0
e —OH podem servir como aceitadores e doadores de protons, respectivamente, interagdes de
ligacdes de hidrogénio foram estabelecidas entre Ag NPs e o TizCTx [117]. Como

consequéncia, Ag NPs permaneceram adsorvidas na superficie dos nanofios de TizC>Tx, como

mostrado anteriormente nas imagens de TEM (Fig. 12D).
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Figura 15. (A) Espectros ATR-FTIR e ampliagdes nas regides de (B) 4000 a 3000 e (C) 2000 a 1400 cm™' para
(a) Ti3C,Tx e (b) Ag NP-Ti3C,Tx. (D) Espectros ATR-FTIR para: (a) g-C3N4 e (b) Ag NP-Ti3C;Ty-g-C3Na.
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O espectro ATR-FTIR para o g-C3N4 (Fig. 15D, espectro a) apresentou uma banda bem
definida em 810 cm™, correspondendo ao modo respiratério caracteristico das unidades tris-s-
triazina. Na regido de 1150 a 1700 cm™!, registrou-se uma série de bandas, atribuidas aos modos
de estiramento das ligagdes C—N em heterociclicos. Por fim, na regido de 3000 a 3500 cm™', as
bandas devido aos estiramentos das ligagdes N—H e bandas de —OH proveniente de moléculas
de 4gua adsorvidas no g-C3N4 [118,119].

Por ultimo, o espectro para a heteroestrutura Ag NP-Ti3CoTx-g-C3N4 (Fig. 15D, espectro
b), foi bastante semelhante ao obtido para o g-C3N4, sem a adi¢@o ou supressao de bandas, bem
como nenhum deslocamento. Isso indicou que ao obter a estrutura contendo g-C3N4, ndo houve

alteragdes estruturais significativas, nem do g-C3Na, nem da Ag NP-T1;C,Tx.

5.3 Comportamento eletroquimico da L-tirosina sobre o sensor ratiométrico Ag NP-

Ti3C2Tx-g-C3N4/GCE

O comportamento eletroquimico da L-tirosina sobre o GCE e sobre suas diferentes
etapas de modificagdo foi investigado por CV. Na auséncia de L-tirosina (Fig. 16A-B, curva a),
nenhum sinal redox foi observado sobre o0 GCE. Apés a adi¢do de L-tirosina 25,0 umol L™! a
célula eletroquimica, observou-se no GCE (Fig. 16A-B, curva b), um pico de oxidacao (pico ii)
em +0,90 V vs. Ag/AgCl, KClsay com intensidade de corrente anodica (/pa) de 0,025 pA,
correspondente a reagdo irreversivel de oxidacdo da L-tirosina. Este processo ¢ referente a
oxidacdo do anel fendlico da L-tirosina através da transferéncia de dois elétrons e dois protons
por molécula [120]. Este fenomeno também pode ser observado nos demais voltamogramas
(Fig. 16A-B, curvas c até f), com aumento na intensidade a cada etapa modificacao do sensor,
além do registro de um deslocamento do potencial de pico de oxidacdo (Epo) para +0,82 V vs.
Ag/AgCl, KClay), atribuido a um efeito eletrocatalitico proporcionado pela modificagdo do
sensor. O ganho de corrente pode ser atribuido as propriedades condutoras e a maior area
superficial dos materiais imobilizados na superficie do GCE. As correntes obtidas para cada
modificagdo tiveram valores de 1,3 pA para o g-C3N4/GCE (Fig. 16A-B, curva ¢), 1,1 pA para
o Ti3C,Tx/GCE (Fig. 16A-B, curvad), 2,1 pA Ag NP-TizCoTx/GCE (Fig. 16A-B, curvae) e 5,0
nA para o Ag NP-TizCoTx-g-C3N4/GCE (Fig. 16A-B, curva f).

Além disso, os sensores contendo Ag NPs (Fig. 16 A-B, curvas e/f) proporcionaram um
pico adicional de oxidacao (pico 1) em +0,24 V vs. Ag/AgCl, KClsar), referente a oxidacao das

Ag NPs [121]. Este pico foi adotado para o desenvolvimento de um sensor ratiométrico, visto
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que seu uso como referéncia interna do sistema, pode fornecer dados da repetibilidade do
processo de modificagdo da superficie do eletrodo [76]. Assim, as medidas geradas pelo sensor
mostram dois sinais (um referente ao analito, L-tirosina, e outro da referéncia interna, Ag NPs).
Com uma otimizagao, e assim obtendo respostas constantes de corrente da referéncia interna, o
sensor ratiométrico pode indicar uma homogeneidade no filme sobre o GCE, o que pode ser
averiguado a partir de uma avaliacdo do sinal de oxidacdo das Ag NPs, onde qualquer
discrepancia de intensidade indica um erro/defeito no filme formado sobre a superficie do
sensor. Além disso, pequenos erros causados por fatores externos/intrinsecos ao longo das
medidas sdo suprimidos, visto que afetam de forma igual ambos os sinais de oxidacdo, de
maneira que, apds a racionaliza¢do a proporg¢do entre os sinais se mantém, consequentemente

contribuindo para melhor precisdo das leituras.

Figura 16. (A) Voltamogramas ciclicos ¢ (B) ampliagdo da regido de potencial de 0,6 a 1,2 V (a) na auséncia
(sobre 0 GCE) e (b) na presenga de L-tirosina 25,0 pmol L™ em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L~! (pH 5,0): (b)
GCE, (c) g-CsN4/GCE, (d) TisC,Tx/GCE, (e) Ag NP-Ti3C,Tx/GCE e (f) Ag NP-Ti;C,Tx-g-CsN4/GCE. v = 50
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Desta forma, dentre todas as heteroestruturas avaliadas, o Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3Ny
imobilizado sobre a superficie do GCE forneceu as melhores propriedades para ser aplicado,
apresentando a possibilidade de desenvolver um sensor ratiométrico, além de fornecer os
maiores acréscimos de resposta de corrente para a oxidagdo da L-tirosina, sendo 24 vezes mais
intensas que para o GCE sem modifica¢do. A melhora na performance do sensor foi atribuida
as propriedades condutoras e a elevada area superficial dos nanomateriais formando uma

heterojuncao 0D/1D/2D.
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5.3.1 Estudo da velocidade de varredura

O comportamento eletroquimico da L-tirosina sobre a superficie do sensor Ag NP-
Ti13CoTx-g-C3N4/GCE também foi avaliado em diferentes velocidades de variagao de potencial

(Fig. 17A). As intensidades de corrente de oxidagdo da L-tirosina aumentaram com o aumento

da velocidade na faixa de 10 a 100 mV s~ !. Com o grafico log Iy vs. log v (Fig. 17B, eixo a)

obteve-se a equagdo log Ipa = 0,45 log v + 1,28 (R% = 0,999). De acordo com a literatura, um
coeficiente angular igual (ou préximo) ao valor de 0,5 indica que o processo redox é controlado
por difusdo [122]. Assim, com o coeficiente obtido igual a 0,45, foi possivel concluir que a etapa

limitante da velocidade da reagao de oxidagdo da L-tirosina sobre a superficie do eletrodo foi

difusional.

Figura 17. (A) Voltamogramas ciclicos para L-tirosina 25,0 umol L™! sobre 0 Ag NP-Ti;C,Tx-g-C3N4/GCE em
solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 5,0) em diferentes velocidades de variagdo de potencial: (a) 10, (b) 25, (c)
50, (d) 75 e (¢) 100 mV s7'. (B) Relagéo entre log I,,, vs. log v (eixo a) e E,, vs. log v (eixo b).
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A relagdo entre o E,, com o log v (Fig. 17B, eixo b) obedeceu a regressao Epo = 0,044 log
v+ 0,88 (R2=0,984). De acordo com os critérios da voltametria ciclica, para reagdes totalmente

irreversiveis e controladas por difusdo, a relacdo entre E; e log v € expressa por [123]:

_ R 1o,78 —in X

R 0 azF\"?| _ (23RT
bp=E =k o7 T In ( RT) (ZazF) log v (Eq. 3)

Onde, E° é o potencial padrio (V), R ¢é a constante universal dos gases (J mol 'K™), T

¢ a temperatura absoluta (K), F é a constante de Faraday (C mol '), k® é a constante de
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velocidade heterogénea (cm s '), D é o coeficiente de difusdo (cm? s™!), v é a velocidade de
varredura (V s™!), a é o coeficiente de transferéncia de elétrons e z é o niimero de elétrons
transferidos na reagdo. A dependéncia entre os valores de Ep, € log v apresentou uma relagao
linear com inclinagdo de 0,044 (Fig. 17B, eixo b). Portanto, estimou-se o valor oz como 0,67.
Levando em consideragdo o valor de a = 0,5 para sistemas irreversiveis, propos-se que o numero
de elétrons por molécula transferidos na reacdo eletroquimica de oxidacdo de L-tirosina foi

préoximo a 2.

5.3.2 Estudo do pH do eletrdlito de suporte

A influéncia da composi¢do e do pH do eletrélito de suporte sobre a resposta
eletroquimica da L-tirosina no Ag NP-Ti3C2Tx-g-CsN4/GCE também foi examinada.
Primeiramente, as respostas de corrente e potencial de pico foram medidas no intervalo de pH
de 2,0 a 7,0 (Fig. 18A), sendo utilizado como eletrdlito de suporte a solugdo tampao B-R 0,1

mol L1,

Figura 18. (A) Voltamogramas ciclicos para L-tirosina 25,0 umol L' empregando o Ag NP-Ti;C,Tx-g-
C3N4/GCE em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™ em diferentes valores de pH: (a) 2,0; (b) 3,0; (c) 4,0; (d) 5,0; (e)
6,0 € () 7,0; v=50,0 mV s~!. Em (B) variagdo de I, (¢ixo a) e de E,, (eixo b) em fungéo do pH.
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O grafico de barras (Fig. 18B, eixo a) demonstrou como as correntes de oxidagao da L-
tirosina se comportaram fun¢do do pH do eletrélito de suporte. Visualiza-se que os valores de

corrente aumentaram do pH 2,0 ao 5,0; e decresceram em seguida. A L-tirosina ¢ um
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aminoacido com valores de pKa de 2,20, 9,11 e 10,07 para os seus grupos acido, amino e fenol,
respectivamente [124]. Assim, na condi¢do de pH 5,0, a molécula de L-tirosina encontra-se
desprotonada no grupo carboxilico, e protonada nas fun¢des amina e fenol, o que pode aumentar
as interagdes com os grupamentos —O/—OH presentes nas heteroestrutura do Ag NP-Ti3C,Tx-
g-C3Na4. Sendo assim, buscando uma melhor sensibilidade para a determinagdo da L-tirosina,
adotou-se o pH 5,0 para as analises subsequentes.

Além disso, o Ep, apresentou um deslocamento no sentido negativo de potencial a
medida em que se aumentou o valor do pH do eletrolito. Este comportamento indicou que houve
o envolvimento direto de prétons na reagao de oxidag¢dao. Ao se avaliar a inclinagdo da reta de
Epo vs. pH (Fig. 18B — eixo b) (=58,1 mV pH™!), conclui-se que o valor se aproximou do valor
tedrico de —59,2 mV pH ! da equacdo de Nernst, indicando que o mesmo nimero de elétrons e
prétons foram transferidos na reagao.

Combinando os resultados do estudo de velocidade de varredura e de pH, confirmou-se
que a reagdo de oxidacdo da L-tirosina ocorre através da transferéncia de 2 mol de protons e 2
mol de elétrons por mol de L-tirosina, corroborando com a literatura [120,125]. Neste sentido,
a Figura 19 apresenta uma proposta deste mecanismo sobre o sensor ratiométrico Ag NP-

Ti3C2Tx-g-C3N4/GCE.
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Figura 19. Representacdo grafica da reagdo de oxidacdo da L-tirosina sobre a superficie do sensor Ag NP-Ti3C,Tx-

g-C3sNy/GCE.

AgNP-Ti3C2TX-g-C3N4/ GCE

5.3.3 Influéncia da composigdo do eletrélito de suporte

Quatro diferentes composigdes de solugdes tampao foram testadas como eletrolitos de
suporte no valor de pH 5,0 (Fig. 20A). Foram testadas as seguintes solugdes na concentragao
0,1 mol L™!: B-R, Mcllvaine, fosfato de sodio e acetato de sodio. Além dos registros das
intensidades de corrente de oxidag¢do da L-tirosina, foram também registrados os valores de
corrente da oxidacao das Ag NPs (referéncia interna) (Fig. 20B).

Inicialmente, nota-se que a composi¢ao quimica do eletrdlito de suporte tem influéncia
no potencial de oxida¢do das Ag NPs. Os picos foram registrados nos potenciais de +0,15,
+0,19, +0,21 ¢ +0,27 V vs. Ag/AgCl, KClsay) para as solugdes tampao B-R, Mcllvaine, acetato

e fosfato de sodio, respectivamente
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Em relagdo a solucao tampao acetato de sodio, registrou-se além dos picos voltamétrico
das Ag NPs e da L-tirosina, um terceiro sinal em +0,44 V vs. Ag/AgCl, KClsay). Este pico foi
atribuido a formagdo do complexo acetato de prata, o qual dificultou a oxidagdo de uma fracao
das Ag NP e deslocou parte do pico voltamétrico para este potencial [126,127]. Este fenomeno
também foi registrado, mas com menor intensidade, ao se utilizar a solugao tampao B-R, o qual
contém 4cido acético em sua composi¢ao. Considerando que a solugdo foi aferida para o pH
5,0, e o pKA do 4cido acético € 4,75, entdo mais da metade das moléculas estavam na forma de
ion acetato, o que possibilitou a formacao do complexo acetato de prata. Assim, a solu¢ao B-R
e o acetato de sodio foram descartadas dada a formacgao deste complexo. Com isso, selecionou-
se a solugdo tampao fosfato de sdédio em valor de pH 5,0 para os estudos posteriores, por
proporcionar uma maior intensidade de corrente para a L-tirosina (analito) e também para as

Ag NP (referéncia interna).

Figura 20. (A) Voltamogramas ciclicos para L-tirosina 25,0 umol L' empregando o Ag NP-Ti;C,Tx-g-
CsN4/GCE em diferentes solugdes tampéo no valor de pH 5,0: (a) B-R, (b) Mcllvaine, (c) fosfato de sodio e (d)
acetato de sodio. (B) Grafico de barras de corrente de oxidagdo da L-tirosina ¢ das Ag NP em funcdo da

composigdo do eletrélito de suporte.
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5.4. Selecao da técnica de aplicacido de potencial

Para o desenvolvimento de um método analitico sensivel para a quantificagdo da L-
tirosina, quatro técnicas de aplicagdo de potencial foram estudadas, sendo duas pulsadas: DPV
e de onda quadrada (do inglés, square wave voltammetry - SWV), e duas lineares: CV e
voltametria de varredura linear (LSV, do inglé€s, linear sweep voltammetry). Os parametros
experimentais de cada técnica foram ajustados de modo a se obtera mesma velocidade de

varredura de potencial para as medidas.
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Os resultados obtidos nas diferentes técnicas voltamétricas em diferentes velocidades
sdo apresentados na Figura 21A. Foi constatado que em velocidades mais altas de varredura (v
=100,0 mV s™!) (Fig. 21B) foram gerados valores de corrente superiores do que em velocidades
mais baixas (v=50 mV s !) (Fig. 21A). Estes dados podem ser melhor visualizados nas Figuras
21C e 21D, onde também se observa que a DPV forneceu melhores resultados entre as técnicas
analisadas. Isto pode ser atrelado ao comportamento irreversivel da L-tirosina, que ¢ favorecido
ao se monitorar tal reacdo por DPV. Desta maneira, selecionou-se a DPV para os proximos

estudos.

Figura 21. Voltamogramas para L-tirosina 10,0 pmol L™! sobre 0 Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3N4/GCE em solugio tampio
fosfato 0,1 mol L™! (pH 5,0) em diferentes velocidades de varredura: (A) v = 50,0 mV s}, (B) v=100 mV s!
obtidos com diferentes técnicas eletroanaliticas: DPV, SWV, CV e LSV. Graéfico de barras de /,, vs. v para (C) L-

tirosina (analito) e (D) Ag NPs (referéncia interna).
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5.4.1 Estudo univariado dos pardmetros da voltametria de pulso diferencial

Para o desenvolvimento de um método sensivel para a quantificagdo da L-tirosina, os
seguintes parimetros experimentais da técnica DPV foram avaliados: velocidade de varredura
de potencial (v), amplitude de pulso de potencial (E,yus) € tempo de dura¢do do pulso (tpuiso)

[128].

Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial para L-tirosina 10,0 pmol L™ em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol
L! (pH 5,0) em diferentes valores de v: a-j = 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 € 100 mV s, mantendo fixo Epuiso
= 50,0 mV e tpuso = 5,0 ms, com ampliacdo na regido de +0,5 a +1,2 V. (B) [, vs. v para L-tirosina. (C)
Voltamogramas variando tpuso: a-f=3, 6,9, 12, 15 ¢ 18 ms, mantendo fixo v =70 mV s! € Epuso = 50,0 mV. (D)
Ipa VS, thuso para L-tirosina. (E) Voltamogramas variando Eyuise: a-k = 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 e

110 mV, mantendo fixo v =70 mV s™! € tpuso = 6,0 ms (F) Ipa vs. Epuiso para L-tirosina e Ag NPs.
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A velocidade foi variada de 10 a 100 mV s~! (Fig. 22A), mantendo fixo os demais
parAmetros em Epyiso = 50,0 mV € t,u5 = 5,0 ms. Obteve-se um ganho significativo de corrente
até a velocidade de 70,0 mV s ! (Fig. 22B). Isso significa que nesta condicfo, a variacdo de
potencial acompanhou a cinética do processo de oxidacdo da L-tirosina, e assim, ¢ possivel se
fazer um registro sensivel do fendmeno.

O segundo pardmetro analisado foi 0 t, (Fig. 22C), com valores variando na faixa de

3,0 a 18,0 ms, e mantendo fixo E; 50 = 50,0 mV e v=70,0 mV s !. Neste estudo, foi selecionado

o tempo de 6,0 ms (Fig. 22D), para as analises posteriores por ter apresentado a melhor resposta
de corrente do ensaio.

Por fim, variou-se 0 Eyy5 de 10,0 a 110 mV (Fig. 22E). Um aumento da amplitude
promove um aumento das intensidades de corrente, mas também provoca um alargamento dos
picos. Como este ¢ o Unico pardmetro em que foi observado uma variagdo expressiva na
corrente de oxidacao das Ag NPs, este também foi analisado. Para manter o compromisso entre
intensidade de corrente (tanto do analito, quanto das Ag NPs) e o perfil voltamétrico,
selecionou-se Epuiso = 80 mV para os estudos posteriores (Figura 22F).

Assim, foram obtidos os parametros 6timos da técnica de DPV, sendo selecionados para

a constru¢do da curva de calibragdo para a determinagdo da L-tirosina.
5.5 Construcio da curva de calibrac¢io para a L-tirosina

Sob condi¢des experimentais previamente selecionadas (Tabela 2), a curva de
calibragdo para a L-tirosina (Fig. 23) foi construida adicionando diferentes volumes de solugao

padrdo de L-tirosina ao eletrélito de suporte.

Tabela 2. Pardmetros experimentais otimizados para a construgdo da curva de calibragdo para a L-tirosina.

Parametro Condicao 6tima
Eletrodo de trabalho Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3N4s/GCE
pH do eletrolito de suporte 5,0
Composigao do eletrolito de suporte Solugdo tampao fosfato
Técnica voltamétrica DPV
v 70 mV s
toulso 6,0 ms

Epulso 80 mV
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A Figura 23 A apresenta os voltamogramas de pulso diferencial, exibindo dois sinais de
oxidacdo, em +0,20 e +0,70 V vs. Ag/AgCl, KClsar) correspondentes as oxidacdes das Ag NPs
e da L-tirosina, respectivamente. A razao entre a corrente da L-tirosina pela corrente das Ag
NPs apresentou uma relagdo linear em fung¢dao do aumento de concentragdo do analito (Fig.
23B) em um intervalo de concentra¢io de 1,0 a 170 pmol L', A regressdo linear obtida foi ser
expressa como /i -tirosina/Iag Nps = 3624,92 (£ 6,42) [L-tirosina] + 0,01545 (+4,22x10~*), onde I -
tirosina € /ag NPs 820 as correntes de oxidagdo da L-tirosina e das Ag NPs, respectivamente, e [L-

tirosina] é a concentragio de L-tirosina em mol L.

Figura 23. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 5,0)
contendo diferentes concentragdes de L-tirosina sobre o Ag NP-Ti3C,Tx-g-CsN4/GCE: a-j: branco, 1,0; 2,0; 5,0;
9,9;19,6; 47,6, 90,1 € 170 umol L™!. Inserido: ampliagdo da regido de potencial de +0,5 a +0,9 V. ParAmetros: v =
70 mV s7!, tpuso = 6 mS € Epuso = 80 mV. (B) Curva de calibragdo para a L-tirosina com racionalizagdo de sinal (/1.-

tirosina/[ag Nps VS. [L-tirosina]) e (C) Curva de calibragdo sem racionalizag@o para a L-tirosina.
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Os limites de deteccao (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados seguindo o
procedimento descrito por Gumustas et al. [ 129] através dos dados da regressao linear da curva

de calibragdo, com as seguintes equagoes:

LOD=3xs/m (Eq. 4)
LOQ=10%s/m (Eq. 5)

Sendo “s” o desvio padrao do coeficiente linear e “m” o coeficiente angular. Os valores
encontrados foram de 0,38 umol L~! para 0 LOD e 1,16 pmol L~! para o LOQ. Esses valores
foram considerados adequados, visto que conforme reportado por Harvey et al. [130], a L-
tirosina é encontrado em concentragio minima de 66 umol L~! no suor humano. Assim, com os
dados obtidos, o sensor Ag NP-Ti3C2Tx-g-C3N4/GCE atingiu detectabilidade suficiente para ser
aplicado na determinacdo de L-tirosina em amostras reais de suor, porém, ainda havendo a
necessidade de se avaliar o efeito de matriz.

Como forma de avaliar a eficiéncia da racionalizacdo de correntes, uma curva de
calibragdo (Fig. 23C) foi construida relacionando apenas a /L -tirosina COmM a concentragao de L-
tirosina, utilizando o mesmo conjunto de dados anterior. Para este fim, foi avaliado o coeficiente
de determinagio (R?), visto que este fornece uma dimensdo do quio bem a regressio linear
representa os pontos de sinal vs. concentragdo obtidos. Quanto mais proximo este valor for de
1, mais o modelo matematico representa os pontos [131]. A curva de calibracdo obtida somente
pela I irosina apresentou R? = 0,973, ou seja, este modelo representou 97,3% os pontos, enquanto
ao utilizar a razao entre /L -tirosina € /ag NPs, R? =0,999, a regressio representou 99,9% os pontos
obtidos. Desta forma, a racionaliza¢ao da /1 -tirosina pela /ag nps €liminou em certo grau os fatores
externos que interferiram na linearidade do modelo em que o sinal ndo foi racionalizado.

De forma a comparar os resultados de detectabilidade com outros sensores reportados na
literatura para a determinacdo de L-tirosina, a Tabela 3 compara os dados de LOD. O sensor
Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3N4/GCE apresentou um LOD ligeiramente menor que os encontrados na
literatura, apesar de utilizar materiais mais baratos e/ou com rotas sintéticas mais simples, além
de se destacar por conta de ser o modelo matematico que mais bem representa os dados
experimentais obtidos. Além disso, nenhum outro sensor eletroquimico ratiométrico ¢
reportado para a quantificacdo de L-tirosina. Posteriormente, com a realizagdo de ensaios de
repetibilidade, ¢ esperado que o sensor Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3N4/GCE também fornega precisao

aprimorada por se tratar de um sensor ratiométrico.



Tabela 3. Visdo geral de sensores reportados na literatura para a determinacdo de L-tirosina.
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LOD/
Eletrodo modificado Técnica R? Referéncia
pmol L !
CB/SPE ® SWvV 4,4 0,996 [132]
PEDOT/AuNPs/GCE ® DPV 1,8 0,993 [133]
MWCNTs-Nafion/GCE © DPV 0,8 0,997 [134]
poly(l-pro)/ND/SPGE 4 DPV 0,74 0,994 [135]
Ag NP-Ti3C,Tx-g-CsN4/GCE DPV 0,38 0,999 Este trabalho
Cu-NPs@Esh/ Chitosan/CPE ¢ SWV 1,6x107* 0,996 [136]

2CB/SPE: Negro de fumo em eletrodo impresso;

>PEDOT/AuNPs/GCE: poli 3,4-etileno-dioxitiofeno e nanoparticulas de ouro em GCE;
*MWCNTs-Nafion/GCE: nanotubos de carbono de paredes multiplas e nafion em GCE;

4poly(I-pro)/ND/SPCE: poli l-prolina e nanodiamante em eletrodo de carbono impresso;

¢Cu-NPs@Esh/ Chitosan/CPE: Nanoparticulas de cobre, casca de ovo e quitosana em eletrodo de pasta de carbono.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Um novo sensor eletroquimico ratiométrico a base de uma heterojungao 0D/1D/2D
formada por Ag NPs, Ti3CTx e g-C3N4 foi desenvolvido, otimizado e caracterizado para ser
aplicado na determinacdo de L-tirosina. A sintese da heteroestrutura Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3Ny
utilizando o Ti3C>Tx como agente redutor, o que foi comprovado por estudos espectroscopicos,
representa um avango ao se eliminar o uso de agentes redutores toxicos para a producao de
nanoparticulas. As imagens de microscopia demonstraram uma interagao eficiente entre os
materiais, assumindo uma heterojuncdo 0D/1D/2D, em que as Ag NPs (0D) permaneceram
ancorados nos nanofios de Ti3C,Tx (1D) que por sua vez, permaneceu sobre as nanofolhas de
g-C3Ny (2D). Os espectros de XPS e UV-vis permitiram compreender o processo de self-
reduction utilizado para a sintese das Ag NPs através da oxidacdo dos atomos de Ti'' a Ti'V na
estrutura do Ti3C,Tx.

A presenca da heteroestrutura Ag NP-Ti3C,Tx-g-C3Ny facilitou os processos de
transferéncia de carga do sistema de andlise, fornecendo maiores intensidades de corrente para
a oxida¢ao da L-tirosina, bem fornecendo um sinal de referéncia interna estavel e bem definido,
decorrente da oxidagdo das Ag NPs. Isso conferiu uma adequacao dos pontos ao modelo
matematico, bem como a eliminagdo em certo grau de interferéncias provenientes de fatores
externos. Desta forma, o sensor Ag NP-TizCTx-g-CsN4/GCE pode ser aplicado como
ferramenta analitica para determinag¢do de L-tirosina em amostras de suor, tendo algando
detectabilidade adequada para esta finalidade.

Como perspectivas, o sensor desenvolvido sera aplicado para analises em matrizes de
suor, com posterior realizacdo de ensaios de adicdo e recuperacdo para validagdo da exatidao
do método. Em adig¢do, serd submetido a testes de repetibilidade intra e inter dia para a avaliagao
da precisdo e testes com potenciais compostos interferentes para a anélise da seletividade do

método.
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