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1 Introdução
Sensores eletroquímicos são capazes de monitorar reações quí-
micas na interface eletrodo/solução de uma cela eletroquímica,
sendo os mais convencionais o de carbono vítreo (Glassy Carbon
Electrode - GCE) e de metias como ouro e platina. Entretanto, es-
tes eletrodos podem sofrer envenenamento e não apresentarem
especificidade química dependendo da reação a ser monitorada1,
além de terem um alto custo de fabricação. Diante deste cenário,
os eletrodos de grafeno impressos em 3D por modelagem por de-
composição e fusão (Fused Deposition Modeling – FDM) surgem
como uma alternativa aos eletrodos convencionais por possuírem
baixo custo, grandes versatilidade e facilidade de produção com
grande potencialidade para a produção em larga escala. Esses ele-
trodos também possuem a vantagem de poderem ser produzidos
com diversos filamentos condutores e de serem facilmente modi-
ficados superficialmente para estudo de reações específicas. Por
serem uma excelente alternativa, os eletrodos impressos em 3D
estão sendo cada vez mais utilizados nos mais diversos processos
eletroquímicos no meio industrial e acadêmico. A literatura relata
resultados positivos da aplicação destes eletrodos na detecção de
peróxido de hidrogênio (H2O2)2, compostos fenólicos3, molécu-
las biologicamente ativas4, dopamina5 e outros analitos.
Entretanto, os eletrodos de grafeno podem ser ativados para me-
lhorar sua performance eletroquímica, uma vez que os filamentos
condutores são construídos por grafeno envolvido por um polí-
mero termoplástico. Em 2019, o nosso grupo reportou a ativa-
ção de eletrodos de grafeno impressos em 3D a partir de pro-
cessos eletroquímicos de oxidação e redução em certa faixa de
potencial5. O processo consiste na oxidação da superfície do ele-
trodo, seguida da aplicação de potenciais negativos (-1,8V). Com
isso, observa-se a geração de grupos funcionais oxigenados no
grafeno durante a oxidação e a remoção desses grupos na redu-
ção. Esse processo, remove a camada de polímero da superfície
e melhora significativamente a performance dos eletrodos. Em
outro estudo, Browne e colaboradores6 reportaram a ativação de
eletrodos de grafeno impressos em 3D através de um tratamento
com dimetilformamida (DMF), a qual remove a uma quantidade
considerável do polímero da superfície do eletrodo, expondo os
sítios ativos do grafeno. A ativação a partir da imersão do ele-
trodo em agentes corrosivos como ácidos e bases fortes também
são uma possibilidade. Ácidos fortes como o ácido nítrico pode

gerar grupos carboxílicos, os quais podem interagir com o ana-
lito. Wirth e colaboradores, reportaram um método de ativação
de eletrodos no qual utilizaram hidróxido de sódio para ativação
de eletrodos impressos em 3D7.
Diante do cenário promissor da utilização da impressão 3D na
fabricação de sensores eletroquímicos, os métodos citados e ou-
tros foram testados neste projeto com o objetivo de encontrar o
melhor método de ativação de eletrodos de grafeno. O material
utilizado para a confecção dos eletrodos foi o filamento condutivo
Black Magic®, que é constituído de grafeno e o polímero termo-
plástico ácido poliláctico (Polylactic Acid – PLA). A performance
analítica dos eletrodos foi avaliada para a determinação voltamé-
trica de biomarcadores em meio biológico. Em pessoas saudáveis
a concentração de dopamina é de aproximadamente 22 nmol.L
-1 no soro sanguíneo8, enquanto a de metionina varia de 13 a 50
µmol.L−1 9,10.

2 Materiais e Métodos

2.1 Soluções e Reagentes

- Tampão fosfato salino (Phosphate Buffer Saline - PBS ) 0,1
mol.L−1 (pH 6 e 7,4);
- Cloreto de hexaaminrutênio (III) (5 mmol.L−1) preparado em
KCl (0,1 mol.L−1);
- Suspensão de alumina 0,30 µm;
- N, N-Dimetilformamida;
- Hidróxido de sódio (4 mol.L−1);
- Ácido sulfúrico;
- Ácido Nítrico;
- Biomarcadores Dopamina (DA) e L-Metionina (L-Met).

2.2 Instrumentação

- Impressora 3D (3D GraberI3 Pro);
- Potenciostato/Galvanostato (Metrohm);
- Espectrômetro Raman Confocal T64000 (Jobin Yvon);
- Microscópio de varredura eletrônica JOEL JSM-J6360 LV;
- Eletrodo de calomelano saturado (Saturated Calomel Electrode
- SCE);
- Contra eletrodo de platina;
- Eletrodos de trabalho de grafeno impressos em 3D (3D PLA-G);
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2.3 Ativação dos Eletrodos

Os eletrodos, representados na Figura 1, foram impressos na im-
pressora 3D com temperatura de extrusão de 200 °C e impres-
sos a 70 °C. A ativação eletroquímica foi feita em tampão fosfato
pH 7,4, com a remoção do oxigênio com nitrogênio como gás de
purga por 15 minutos. Um potencial de +1,8 V foi aplicado por
900 s para a oxidação, seguida de redução feita por voltametria
cíclica de 0,0 a -1,8 V em velocidade de varredura de 50 mV.s−1.
A ativação mecânica foi feita polindo o eletrodo em suspensão de
alumina 0,30 µm durante diferentes períodos de tempo, de 1,0,
3,0, 5,0 e 10 minutos. A ativação por solvente foi feita em DMF,
imergindo os eletrodos nos tempos de 30, 60 e 180 minutos. O
processo foi repetido para as ativações ácidas (em ácidos sulfú-
rico e nítricos, separadamente) e básica (em hidróxido de sódio).
Todas as ativações foram feitas em triplicatas. Um eletrodo ati-
vado de cada método (mecânico, por solvente, ácidos e básico)
foi submetido a ativação eletroquímica, para fim do estudo da
combinação de métodos.

Fig. 1 Representação e dimensões do eletrodo 3D PLA-G.

2.4 Caracterização dos Eletrodos

Os eletrodos 3D PLA-G foram caracterizados morfologicamente e
estruturalmente com o objetivo de investigar como as ativações
modificaram a estrutura dos eletrodos, e a eletroquímica, com o
objetivo de investigar como essas modificações estruturais influ-
enciam nas propriedades eletroquímicas dos eletrodos.
A caracterização morfológica e estrutural foi feita por microsco-
pia de varredura eletrônica (MVE) e por espectroscopia Raman
confocal. A caracterização eletroquímica foi feita utilizando o po-
tenciostato, eletrodo de referência SCE, contra eletrodo de pla-
tina e sonda eletroquímica de [Ru(NH3)6]Cl3 (5 mmol.L−1). A
constante de transferência eletrônica Ko

obs foi determinada pelo
método de Nicholson11 (equação 1), na qual D é o coeficiente de
difusão para eletrólito da sonda, n é o número de elétrons envol-
vidos no processo, F é a constante de Faraday, v é a velocidade de
varredura, R é a constante dos gases, T é a temperatura e ∆Ep é
a separação dos picos do voltamograma. A área eletroativa pela
equação de Randles-Sevcick12 (equação 2), na qual Ip é corrente
de pico, A é a área do eletrodo, D é o coeficiente de difusão para
o eletrólito da sonda, n é o número de elétrons envolvido no pro-
cesso e v é a velocidade varredura. Para tais determinações, foi
necessária a varredura dos eletrodos por voltametria cíclica (CV)
em diferentes velocidades de 5,0 a 200 mV/S. Foi feita também a
espectroscopia eletrônica de impedância (Electrochemical Impe-
dance Spectroscopy – ESI).

Ko
obs = [2.18(DαnFv)/(RT )1/2]exp[−(α2nF/RT )]∆E p (1)

I p = 2.69105ACD1/2.n3/2.v1/2 (2)

2.5 Detecção de Dopamina

A determinação de dopamina foi feita em tampão fosfato salino
com pH ajustado em 6,0. Diferentes técnicas eletroquímicas fo-
ram avaliadas: Voltametria cíclica (Ciclic Voltammetry - CV) de
-0,2 a 0,6 V com velocidade de varredura de 50 mV.s−1. ; vol-
tametria de pulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry -
DPV) com amplitude de pulso de 25 mV, tempo de pulso de 25
ms e potencial de pulso de 5,0 mV; voltametria de onda quadrada
(Square Wave Voltammetry - SWV) com amplitude de onda de 50
mV, frequência de 10 Hz e potencial de 0,8 mV.

2.6 Detecção de L-Metionina

A determinação de L-metionina foi feita em tampão fosfato salino
(pH 7,4) empregando a técnica de SWV com amplitude de onda
de 150 mV, frequência de 5,0 Hz e potencial de 8,0 mV.

3 Resultados e Discussão

3.1 Caracterização dos Eletrodos Impressos

A Figura 2 apresenta as imagens de MEV obtidas para o eletrodo
sem tratamento (PLA-G) (A) em comparação aos eletrodos sub-
metidos a ativação química e química + eletroquímica com DMF
(B) e NaOH (C). É possível observar que o eletrodo não ativado
apresenta uma superfície lisa e homogênea, com irregularidades
mínimas se comparado aos eletrodos ativados com DMF e NaOH
apresentados na Figura 2B-C, as quais apresentam alterações es-
truturais nítidas e a presença de nanofios de grafeno de aproxima-
damente 100 nm, muito provavelmente formados durante o pro-
cesso de extrusão do filamento. Tanto o DMF, quando o NaOH,
promoveram a remoção de parte da camada de PLA da superfície
dos eletrodos, respectivamente, por dissolução e saponificação13,
tornando os nanofios mais eletroativos. Pelas imagens podemos
notar que o eletrodo tratado com NaOH tem maior exposição dos
nanofios, indicando que a remoção do PLA foi mais efetiva do que
com a utilização de DMF.

Fig. 2 Imagens da MEV obtidas para os eletrodos PLA-G (A), PLA-
GDMF (B) e PLA-GNAOH (C).
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A caracterização eletroquímica foi realizada por CV em diferentes
velocidades de varredura, entre 5,0 e 200 mV.s−1, na presença
da sonda eletroquímica [Ru(NH3)6]Cl3(5,0 mmol.L−1). A Tabela
1 também apresenta os valores obtidos para todos os parâmetros
eletroquímicos estudados: constante de transferência eletrônica
(Ko

obs), quantidade de planos de borda (θborda) e área eletroativa
(Ae).

Tabela 1: Comparação dos parâmetros eletroquímicos e estru-
turais dos eletrodos antes e após os processos de ativação.

Pelos dados apresentados na Tabela 1 é possível notar que o eletrodo
que obteve melhores resultados na caracterização foi o eletrodo PLA-
GNaOH−30+EQ. É possível notar que a ativação com NaOH promoveu o
aumento da intensidade dos sinais de resposta para a sonda eletroquí-
mica, uma vez que ela promove a ruptura das ligações éster do PLA de
modo a criar grupos oxigenados e expor o grafeno.
Os excelentes resultados na caracterização eletroquímica para o eletrodo
PLA-GNaOH−30+EQ podem ser confirmados pela caracterização morfoló-
gica e estrutural, uma vez que este eletrodo apresentou razão de ID/IG
0,852 e edge de 0,276, o que indica que essa ativação, de fato, proporcio-
nou um maior número de defeitos e que estes melhoram as propriedades
eletroquímicas do eletrodo. Além disso, é possível observar nos dados da
tabela que o eletrodo PLA-GDMF−10+EQ também obteve valores bons se
comparado aos demais eletrodos e que o eletrodo PLA-GEQ apresentou o
melhor valor para a constante de transferência eletrônica

3.2 Detecção de Dopamina
Durante o processo eletroquímico, a dopamina (DA) é reduzida a
sua respectiva quinona, de acordo com a Reação 1, envolvendo
2 elétrons. A determinação foi feita em solução ajustada em
pH 6, uma vez que nesta faixa de pH a dopamina fica em sua
forma protonada de modo a interagir com os grupos oxigenados do
PLA por meio de interações eletrostática e ligações de hidrogênio.

A Tabela 2 compara a performance analítica obtida para cada técnica es-
tudada. É possível observar que o sensor obteve uma faixa de resposta
linear ampla e com alta sensibilidade e baixos limites de detecção, o que
confirma mais uma vez que a ativação por NaOH combinada com a ati-

vação eletroquímica foram eficientes. Para avaliar a repetibilidade e re-
produtibilidade do eletrodo foram feitas dez medições consecutivas com
o mesmo eletrodo no mesmo dia e outras dez medidas com diferentes ele-
trodos e dias obtendo, respectivamente, desvios padrões relativos (RSD)
de 2,67% e 7,14%.

Tabela 2: Desempenho analítico obtido com o sensor PLA-
GNaOH−30+EQ para a detecção de DA por VC, DPV e SWV.

3.3 Detecção de L-metionina
O processo da detecção de L-metionina envolve 1 elétron e foi realizado
por SWV, uma vez que essa foi a técnica que mostrou melhores resultados
no estudo anterior. Na Tabela 3 podemos observar que houveram duas
faixas de resposta linear, a primeira de 5,0x10 -6 a 2,3x10 -4 mol/L e a
segunda de 2,3x10 -4 a 3,0x10 -3 mol L -1 . A baixa sensibilidade obser-
vada para a segunda região linear poderia ser explicada pela passivação
da superfície do eletrodo, devido a adsorção e/ou interação de produtos
da reação com a superfície. Para avaliar a repetibilidade e reprodutibili-
dade do sensor proposto foram feitas dez medições consecutivas com o
mesmo eletrodo e outras dez com eletrodos diferentes obtendo, respecti-
vamente, desvios padrões relativos de 3,83% e 9,31%.

Tabela 3: Desempenho analítico obtido com o sensor
PLA-GNaOH−30+EQ para a detecção de L-Met por SWV.

4 Conclusões
Neste projeto foram estudados diversos métodos de ativação de eletrodos
de grafeno impressos em 3D (3D PLA-G) bem como seu desempenho e
características analíticas, sobretudo a aplicação destes na detecção de bi-
omarcadores em meios biológicos, como a dopamina e a L-metionina, in-
vestigadas neste estudo. O eletrodo que apresentou melhor performance
eletroquímica foi o PLA-GNaOH−30+EQ, ativado pela combinação dos tra-
tamentos químico (NaOH) e eletroquímico. Esta combinação de métodos
apresentou ótimos resultados para parâmetros como a área eletroativa
e constante de transferência eletrônica, os quais foram confirmados pe-
las análises de caracterização dos eletrodos. Na detecção de dopamina
todas as três técnicas eletroquímicas estudadas com a utilização do ele-
trodo proposto apresentaram ótimas respostas analíticas, principalmente
utilizando a técnica pulsada de voltametria de onda quadrada. O artigo
originado deste projeto apresenta de maneira completa o estudo de inter-
ferentes para este método, demonstrando a sua potencialidade para a di-
ferenciação de sinal eletroquímico na presença de uma solução contendo
dopamina, ácido ascórbico e ácido úrico. Em relação a determinação de L-
metionina, o eletrodo também apresentou boa performance eletroquímica
e respostas analíticas, com ótima repetibilidade e reprodutibilidade. Am-
bos os analitos foram detectados em amostras de soro humano fortificado
em três níveis de concentração, sugerindo que o sensor proposto pode ser
empregado para a detecção destes biomarcadores em meio biológico, sem
efeitos de matriz.
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