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1 Introducao

Sensores eletroquimicos séo capazes de monitorar reacdes qui-
micas na interface eletrodo/solugdo de uma cela eletroquimica,
sendo os mais convencionais o de carbono vitreo (Glassy Carbon
Electrode - GCE) e de metias como ouro e platina. Entretanto, es-
tes eletrodos podem sofrer envenenamento e nio apresentarem
especificidade quimica dependendo da reaco a ser monitorada!,
além de terem um alto custo de fabricacdo. Diante deste cendrio,
os eletrodos de grafeno impressos em 3D por modelagem por de-
composicdo e fusdo (Fused Deposition Modeling — FDM) surgem
como uma alternativa aos eletrodos convencionais por possuirem
baixo custo, grandes versatilidade e facilidade de produgédo com
grande potencialidade para a producdo 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 reacoes especificas. Por
serem uma excelente alternativa, os eletrodos impressos em 3D
estdo sendo cada vez mais utilizados nos mais diversos processos
eletroquimicos no meio industrial e académico. A literatura relata
resultados positivos da aplicacdo destes eletrodos na detecgéo de
peréxido de hidrogénio (H,0,)?, compostos fendlicos®, molécu-
las biologicamente ativas*, dopamina® e outros analitos.

Entretanto, os eletrodos de grafeno podem ser ativados para me-
lhorar sua performance eletroquimica, uma vez que os filamentos
condutores sdo construidos por grafeno envolvido por um poli-
mero termopldstico. Em 2019, o nosso grupo reportou a ativa-
¢do de eletrodos de grafeno impressos em 3D a partir de pro-
cessos eletroquimicos de oxidagdo e reducdo em certa faixa de
potencial®. O processo consiste na oxidacio da superficie do ele-
trodo, seguida da aplicacdo de potenciais negativos (-1,8V). Com
isso, observa-se a geragdo de grupos funcionais oxigenados no
grafeno durante a oxidacdo e a remocao desses grupos na redu-
¢do. Esse processo, remove a camada de polimero da superficie
e melhora significativamente a performance dos eletrodos. Em
outro estudo, Browne e colaboradores® reportaram a ativacio de
eletrodos de grafeno impressos em 3D através de um tratamento
com dimetilformamida (DMF), a qual remove a uma quantidade
consideravel do polimero da superficie do eletrodo, expondo os
sitios ativos do grafeno. A ativagdo a partir da imersdo do ele-
trodo em agentes corrosivos como acidos e bases fortes também
sdo uma possibilidade. Acidos fortes como o &cido nitrico pode

gerar grupos carboxilicos, os quais podem interagir com o ana-
lito. Wirth e colaboradores, reportaram um método de ativagio
de eletrodos no qual utilizaram hidréxido de sédio para ativagio
de eletrodos impressos em 3D’.

Diante do cendrio promissor da utilizacdo da impressdo 3D na
fabricacdo de sensores eletroquimicos, os métodos citados e ou-
tros foram testados neste projeto com o objetivo de encontrar o
melhor método de ativacéo de eletrodos de grafeno. O material
utilizado para a confecgéo dos eletrodos foi o filamento condutivo
Black Magic®, que é constituido de grafeno e o polimero termo-
plastico acido polilactico (Polylactic Acid — PLA). A performance
analitica dos eletrodos foi avaliada para a determinagio voltamé-
trica de biomarcadores em meio biolégico. Em pessoas saudaveis
a concentracdo de dopamina é de aproximadamente 22 nmol.L
-1 no soro sanguineo®, enquanto a de metionina varia de 13 a 50
umol.L~! %10,

2 Materiais e Métodos
2.1 Solucdes e Reagentes

- Tampéo fosfato salino (Phosphate Buffer Saline - PBS ) 0,1
mol.L=! (pH 6 e 7,4);

- Cloreto de hexaaminruténio (III) (5 mmol.L~!) preparado em
KCl (0,1 mol.L™1);

- Suspensdo de alumina 0,30 um;

- N, N-Dimetilformamida;

- Hidréxido de sédio (4 mol.L™1);

- Acido sulftirico;

- Acido Nitrico;

- Biomarcadores Dopamina (DA) e L-Metionina (L-Met).

2.2 Instrumentacio

- Impressora 3D (3D GraberI3 Pro);

- Potenciostato/Galvanostato (Metrohm);

- Espectrémetro Raman Confocal T64000 (Jobin Yvon);

- Microscépio de varredura eletronica JOEL JSM-J6360 1V;

- 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 Ativacdo dos Eletrodos

Os eletrodos, representados na Figura 1, foram impressos na im-
pressora 3D com temperatura de extrusdo de 200 °C e impres-
sos a 70 °C. A ativagdo eletroquimica foi feita em tampao fosfato
pH 7,4, com a remocdo do oxigénio com nitrogénio como gés de
purga por 15 minutos. Um potencial de +1,8 V foi aplicado por
900 s para a oxidacdo, seguida de reducéo feita por voltametria
ciclica de 0,0 a -1,8 V em velocidade de varredura de 50 mV.s~ 1.
A ativacdo mecanica foi feita polindo o eletrodo em suspensdo de
alumina 0,30 um durante diferentes periodos de tempo, de 1,0,
3,0, 5,0 e 10 minutos. A ativacdo por solvente foi feita em DMF,
imergindo os eletrodos nos tempos de 30, 60 e 180 minutos. O
processo foi repetido para as ativacOes acidas (em acidos sulfu-
rico e nitricos, separadamente) e basica (em hidréxido de sédio).
Todas as ativac¢des foram feitas em triplicatas. Um eletrodo ati-
vado de cada método (mecanico, por solvente, dcidos e bdsico)
foi submetido a ativagdo eletroquimica, para fim do estudo da
combinagéo de métodos.

20.0 mm

Fig. 1 Representacdo e dimensdes do eletrodo 3D PLA-G.

2.4 Caracterizacado dos Eletrodos

Os eletrodos 3D PLA-G foram caracterizados morfologicamente e
estruturalmente com o objetivo de investigar como as ativagdes
modificaram a estrutura dos eletrodos, e a eletroquimica, com o
objetivo de investigar como essas modificagdes estruturais influ-
enciam nas propriedades eletroquimicas dos eletrodos.

A caracterizacdo morfoldgica e estrutural foi feita por microsco-
pia de varredura eletronica (MVE) e por espectroscopia Raman
confocal. A caracterizacgéo eletroquimica foi feita utilizando o po-
tenciostato, eletrodo de referéncia SCE, contra eletrodo de pla-
tina e sonda eletroquimica de [Ru(NH;)¢]Cl; (5 mmol.L-1). A
constante de transferéncia eletrénica K, foi determinada pelo
método de Nicholson!! (equacdo 1), na qual D € o coeficiente de
difusdo para eletrdlito da sonda, n é o numero 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 € a temperatura e AEp é
a separacéo dos picos do voltamograma. A area eletroativa pela
equacdo de Randles-Sevcick!? (equacdo 2), na qual Ip é corrente
de pico, A é a drea do eletrodo, D € o coeficiente de difuséo para
o eletrélito da sonda, n é o numero de elétrons envolvido no pro-
cesso e v é a velocidade varredura. Para tais determinacdes, foi
necessdaria a varredura dos eletrodos por voltametria ciclica (CV)
em diferentes velocidades de 5,0 a 200 mV/S. Foi feita também a
espectroscopia eletronica de impedancia (Electrochemical Impe-
dance Spectroscopy — ESI).
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0 = [2.18(DanFv)/(RT)"/*exp[—(a>nF /RT)|AEp (1)

Ip =2.69105ACD"/% /2 y1/2 )

2.5 Deteccao de Dopamina

A determinagdo de dopamina foi feita em tampao fosfato salino
com pH ajustado em 6,0. Diferentes técnicas eletroquimicas fo-
ram avaliadas: Voltametria ciclica (Ciclic Voltammetry - CV) de
-0,2 a 0,6 V com velocidade de varredura de 50 mV.s—!. ; 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, frequéncia de 10 Hz e potencial de 0,8 mV.

2.6 Deteccao de L-Metionina

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

3 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacdo dos Eletrodos Impressos

A Figura 2 apresenta as imagens de MEV obtidas para o eletrodo
sem tratamento (PLA-G) (A) em comparacdo aos eletrodos sub-
metidos a ativacdo quimica e quimica + eletroquimica com DMF
(B) e NaOH (C). E possivel observar que o eletrodo niio ativado
apresenta uma superficie lisa e homogénea, com irregularidades
minimas se comparado aos eletrodos ativados com DMF e NaOH
apresentados na Figura 2B-C, as quais apresentam alteracdes es-
truturais nitidas e a presenca de nanofios de grafeno de aproxima-
damente 100 nm, muito provavelmente formados durante o pro-
cesso de extrusio do filamento. Tanto o DMF, quando o NaOH,
promoveram a remocéo de parte da camada de PLA da superficie
dos eletrodos, respectivamente, por dissolucéo e saponificacdol3,
tornando os nanofios mais eletroativos. Pelas imagens podemos
notar que o eletrodo tratado com NaOH tem maior exposi¢io dos
nanofios, indicando que a remocao do PLA foi mais efetiva do que
com a utilizacdo de DMF.

B DMF DMF+EC

bt

NaOH+EC

NaOH

3D PLA-G

Fig. 2 Imagens da MEV obtidas para os eletrodos PLA-G (A), PLA-
GDMF (B) e PLA‘GNAOH (C)



A caracterizacéo eletroquimica foi realizada por CV em diferentes
velocidades de varredura, entre 5,0 e 200 mV.s~!, na presenca
da sonda eletroquimica [Ru(NH;)4]1Cl5(5,0 mmol.L."1). A Tabela
1 também apresenta os valores obtidos para todos os pardmetros
eletroquimicos estudados: constante de transferéncia eletronica
(K?,.), quantidade de planos de borda (6),,4,) € drea eletroativa
(Ae).

Tabela 1: Comparacdo dos paridmetros eletroquimicos e estru-
turais dos eletrodos antes e apds os processos de ativacdo.

Eletrodo I/l Kobs (cm.s™) Opordaa(%) Ae (cm?)

PLA-G 0,634 2,73x10* 0,0683 0,0203
Gec 0,668 1,53x10° 0,382 0,0950
Gaec-1 0,631 1,20x10* 0,0349 0,200
GMEC -1+ EQ 0,730 1,53x10* 0,0381 0,314
Gpmr-10 0,622 3,85x10* 0,0963 0,178
GomE-10+EQ 0,889 5,01x10* 0,125 1,11
Gxaot1-30 0,489 9,34x10+ 0,233 0,882
Gaot1-30 + EQ 0,852 1,11x10° 0,276 3,19
Ginos-60 0,522 1,53x10* 0,0383 0,204
GiNo3-60+EQ 0,578 2,50x10* 0,0625 0,667
Gii2s03-30 0,523 3,25x10* 0,0813 0,451
Gii2s03-30+EQ 0,591 6,76x10 0,169 0,358

Pelos dados apresentados na Tabela 1 é possivel notar que o eletrodo
que obteve melhores resultados na caracterizacdo foi o eletrodo PLA-
GNaOH-30+EQ- E possivel notar que a ativacdo com NaOH promoveu o
aumento da intensidade dos sinais de resposta para a sonda eletroqui-
mica, uma vez que ela promove a ruptura das ligacoes éster do PLA de
modo a criar grupos oxigenados e expor o grafeno.

Os excelentes resultados na caracterizacédo eletroquimica para o eletrodo
PLA-Gyq0m—-30+E0 Podem ser confirmados pela caracterizacdo morfolé-
gica e estrutural, uma vez que este eletrodo apresentou razdo de ID/IG
0,852 e edge de 0,276, o que indica que essa ativacdo, de fato, proporcio-
nou um maior numero de defeitos e que estes melhoram as propriedades
eletroquimicas do eletrodo. Além disso, é possivel observar nos dados da
tabela que o eletrodo PLA-Gpyr—10+£¢ também obteve valores bons se
comparado aos demais eletrodos e que o eletrodo PLA-Gg( apresentou o
melhor valor para a constante de transferéncia eletronica

3.2 Deteccao de Dopamina

Durante o processo eletroquimico, a dopamina (DA) é reduzida a
sua respectiva quinona, de acordo com a Reagdo 1, envolvendo
2 elétrons. A determinacdo foi feita em solucdo 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 interacOes eletrostdtica e ligacées de hidrogénio.

Reacdo 1.
HO. O.
2¢
+ 2H"
HO NH, 0 NH,

Dopamine Dopamine-0-quinone

A Tabela 2 compara a performance analitica obtida para cada técnica es-
tudada. E possivel observar que o sensor obteve uma faixa de resposta
linear ampla e com alta sensibilidade e baixos limites de detecc¢éo, o que
confirma mais uma vez que a ativacdo por NaOH combinada com a ati-

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

Tabela 2: Desempenho analitico obtido com o sensor PLA-
Gnaor-30+E0 Para a deteccdo de DA por VC, DPV e SWV.

Técnica | LD (umol’L) | Reta Sensibilidade | Resposta linear (umol/L)

Ve 349 T(ua) = 0.117C(umol L) + 4,02 | 0,117 (a) 10 - 500 (R*=0,989
DPV 2,17 (a) uA) = 0.210C(umol L) + 4,51 | (a) 0,210 (a) 7 - 100 (R*=0,995)

(b) ud) = 0,061C(umolL) + 19,5 | (b) 0,061 (b) 100 - 1000 (R*=0,997)
SWV [ 1,67 (2) I(uA) = 2,21C(umol/L) + 22,6 | (2) 2,21 (a) 5 - 100 (R?=0,994)

(b) I(uA) = 0,43C(umol/L) + 247 | (b) 0,43 (b) 100 - 1500 (R3=0,995)

3.3 Deteccdo de L-metionina

O processo da detec¢do 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 regido linear poderia ser explicada pela passivacao
da superficie do eletrodo, devido a adsor¢io e/ou interacdo de produtos
da reacdo com a superficie. Para avaliar a repetibilidade e reprodutibili-
dade do sensor proposto foram feitas dez medi¢es consecutivas com o
mesmo eletrodo e outras dez com eletrodos diferentes obtendo, respecti-
vamente, desvios padroes relativos de 3,83% e 9,31%.

Tabela 3: Desempenho analitico obtido com o sensor
PLA-Gnoor-30+£E0 Para a detec¢dio de L-Met por SWV.
LD (umnol/L) | Reta Sensibilidade(umol’L) | Resposta linear (mol/L)
1,39 (uA) = (0,176=0,012)C(umolL) | 0.18 5.0x10° - 2.3x10*
+(3,0120.32) (R3=0,9995)
1,39 I(uA) = (28 320,8)C(mmelL) + | 0,028 23x10% - 3.0x10% (R2 =
(3.0122,0) 0,9992)

4 Conclusoes

Neste projeto foram estudados diversos métodos de ativacéo de eletrodos
de grafeno impressos em 3D (3D PLA-G) bem como seu desempenho e
caracteristicas analiticas, sobretudo a aplicacio destes na deteccéo de bi-
omarcadores em meios bioldgicos, como a dopamina e a L-metionina, in-
vestigadas neste estudo. O eletrodo que apresentou melhor performance
eletroquimica foi o PLA-Gyaon—30+E¢, ativado pela combinagédo dos tra-
tamentos quimico (NaOH) e eletroquimico. Esta combinagido de métodos
apresentou dtimos resultados para pardmetros como a area eletroativa
e constante de transferéncia eletr6nica, os quais foram confirmados pe-
las andlises de caracterizacdo dos eletrodos. Na deteccdo de dopamina
todas as trés técnicas eletroquimicas estudadas com a utilizacdo do ele-
trodo proposto apresentaram Gtimas respostas analiticas, 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-
ferenciagio de sinal eletroquimico na presenca de uma solugio contendo
dopamina, acido ascérbico e dcido trico. Em relacdo a determinacéo de L-
metionina, o eletrodo também apresentou boa performance eletroquimica
e respostas analiticas, com 6tima repetibilidade e reprodutibilidade. Am-
bos os analitos foram detectados em amostras de soro humano fortificado
em trés niveis de concentracdo, sugerindo que o sensor proposto pode ser
empregado para a deteccdo destes biomarcadores em meio bioldgico, sem
efeitos de matriz.
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