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SELF-ASSEMBLED MONOLAYERS APPLICATIONS FOR THE DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL SENSORS. Self-
assembled monolayers (SAMs) modified electrodes exhibit unique behavior that can greatly benefit electrochemical sensing.
This brief review highlights the applications of SAM modified electrodes in electroanalytical chemistry. After a general introduction,
which includes the approaches for SAM development, different electrochemical systems for detecting inorganic and organic species
are described and discussed. Special attention to the coupling of biological sensing element to the SAM is given, which can
selectively recognize the analyte. Future prospects are also evaluated.

Keywords: chemically modified electrodes; self-assembled monolayers; electrochemical sensors.

INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de sensores eletroquímicos é uma das áreas de
maior e mais rápido crescimento dentro da Química Analítica, princi-
palmente devido aos novos desafios impostos por amostras de interes-
se industrial, clínico e ambiental, que têm levado a uma crescente bus-
ca por sensores com melhores características, tais como alta sensibili-
dade, seletividade e estabilidade1-8. Apesar da grande versatilidade e
perspectivas apresentadas pelos sensores eletroquímicos, a utilidade
de um eletrodo é muitas vezes limitada devido a uma passivação gra-
dual de sua superfície, que é conseqüência principalmente da adsorção
dos produtos da própria reação de óxido-redução utilizada na detecção,
ou ainda, dos sub-produtos destas reações que podem se polimerizar e
se depositar sobre a superfície dos eletrodos6. Além disso, a sensibili-
dade de muitos analitos importantes pode ser prejudicada em função
da cinética de transferência de elétrons entre estes compostos e os
materiais dos eletrodos ser excessivamente lenta9. Uma outra limita-
ção é a dificuldade de discriminar entre compostos alvos que possuam
características redox similares9.

Uma área que oferece grande potencial para minimizar os pro-
blemas acima descritos, e conseqüentemente para aumentar a
aplicabilidade e eficiência dos sensores eletroquímicos, é a que com-
preende os chamados eletrodos quimicamente modificados (EQM)9,10.
A habilidade para controlar e manipular deliberadamente as propri-
edades das superfícies dos eletrodos pode proporcionar uma varie-
dade de efeitos atrativos, levando a superfícies com características
que podem contornar efetivamente muitos dos problemas apresenta-
dos pelos sensores eletroquímicos tradicionais.

Estudos experimentais, suportados pela teoria, têm mostrado que
a velocidade de transferência de elétrons pode ser sensivelmente afe-
tada em função da modificação da superfície dos eletrodos11. A clas-
sificação das reações do eletrodo pode ser feita com base no grau de
interação entre os reagentes e a superfície do eletrodo, ocorrida du-
rante o estado de transição da transferência de elétrons12. Os proces-
sos de transferência de elétrons onde as interações entre as espécies
reagentes e a superfície do eletrodo são fracas e não especificas, ge-
ralmente são definidos como sobreposições fracas. Neste caso, a
energia livre de ativação para a transferência de elétrons não é afeta-

da pela proximidade das espécies eletroativas e o eletrodo. Em con-
traste, sobreposições fortes nos processos de transferência de elé-
trons envolvem interações fortes entre os centros de reação. Estas
interações são extremamente importantes para reduzir a energia de
ativação e, assim, determinar a cinética de transferência eletrônica12.

Muitos processos eletroquímicos pertencem a esta última classe,
e suas velocidades de transferência de elétrons podem ser significa-
tivamente afetadas e controladas alterando-se as superfícies dos ele-
trodos, isto é, modificando-as. Assim, muitos esforços têm sido
direcionados para desenvolver diferentes abordagens de modifica-
ção das superfícies dos eletrodos9-10,13-14. Existem muitos métodos
para formar camadas funcionais finas sobre estas superfícies. A uti-
lização de polímeros como modificadores tem sido muito popular, e
muitos trabalhos sobre a modificação de superfícies de eletrodos
empregando-se polímeros foram realizados15-17. Contudo, desde que
as estruturas dos polímeros são heterogêneas, além de geralmente
apresentarem uma grande variação em suas massas molares, é difícil
realizar o controle das funções e das propriedades da camada
modificadora em nível molecular. Além disso, é praticamente im-
possível discutir quantitativamente o mecanismo de transferência de
elétrons e suas propriedades18. Estruturas mais ordenadas podem ser
melhor controladas se a superfície for modificada por deposição
seqüencial de monocamadas de moléculas funcionais. Neste caso, é
muito mais fácil discutir a relação entre a estrutura e a função da
superfície modificada.

Uma alternativa que tem sido muito usada nas últimas décadas
envolve a formação de monocamadas auto-organizadas (SAM “self-
assembled monolayers”)12-14,19-22. Este tipo de modificação emprega
camadas monomoleculares que exibem uma alta organização e que
são formadas espontaneamente como conseqüência da imersão de
uma superfície sólida em solução constituída de moléculas anfóteras.
Enquanto que a adsorção deste tipo de molécula é um resultado da
afinidade de um grupo funcional do adsorvente, que apresenta certa
especificidade para interagir com a superfície do substrato, a força
motriz para a organização origina-se a partir de interações
hidrofóbicas (por exemplo, do tipo van der Waals) das cadeias lon-
gas ligadas ao grupo funcional. Uma variedade de materiais (por
exemplo, superfícies de Pt, Au, Ag, Cu etc.) e de moléculas anfóteras
(como derivados alquil, álcoois, aminas, tióis etc.) têm sido empre-
gados na confecção de sistemas organizados12. As SAMs possuem
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uma ampla gama de aplicações, conforme é exemplificado
esquematicamente na Figura 1. O presente trabalho irá abordar a
aplicação das SAMs no desenvolvimento de sensores eletroquímicos.

Uma revisão da literatura científica revela que existem basicamen-
te três diferentes abordagens por meio das quais as SAMs têm sido
desenvolvidas e aplicadas em eletroanalítica. Elas podem ser classifi-
cadas de acordo com o mecanismo de fixação da monocamada sobre o
eletrodo sólido12. Historicamente, o primeiro tipo de SAM sobre ele-
trodos sólidos foi descrito por Sagiv23-25, que realizou a formação de
monocamadas organizadas via o processo de silanização. Ele demons-
trou que alquiltriclorosilanos sobre superfícies polares (por exemplo,
possuindo grupos hidroxilas) levavam à formação de monocamadas
organizadas quimicamente ligadas à superfície. A silanização tem sido
largamente usada como um meio de modificação de superfícies de
eletrodos. Assim, foi natural combinar a abordagem de Sagiv com
procedimentos de silanização para montagem de monocamadas orga-
nizadas em superfícies ativadas (como SnO

2
 e Al

2
O

3
) e numerosos

estudos têm adotado esta via de modificação26-29.
A segunda abordagem para a confecção de SAM está relaciona-

da com a técnica de Langmuir-Blodgett (LB) e envolve a formação
de membranas lipídicas sobre os eletrodos sólidos. A adsorção, nes-
te caso, é geralmente fraca e a organização das moléculas é estabili-
zada devido a forças intermoleculares. Este tipo de camada auto-
organizada de moléculas anfóteras carregadas pode ser formada so-
bre uma variedade de superfícies sólidas, tais como superfícies me-
tálicas, filmes finos de óxidos e mercúrio30-33.

A terceira categoria de monocamadas auto-organizadas tem cres-
cido constantemente no decorrer dos últimos anos12,19-22. Este tipo de
formação de SAM faz uso da adsorção irreversível de alcanos
funcionalizados sobre superfícies metálicas ordenadas. Apesar de uma
grande variedade de alcanos funcionalizados e de superfícies metáli-
cas terem sido examinadas, o grupo mais empregado e estudado é,
indubitavelmente, de tióis sobre superfícies de ouro12,19-22. Um em-
parelhamento perfeito entre os alcanotióis (geralmente com uma in-
clinação de 20 a 30 graus em relação à normal da superfície) e o
retículo do ouro resulta numa estrutura altamente ordenada (Figura
2) e tem feito deste sistema objeto de um grande número de estudos
por meios espectroscópicos, microscópicos e eletroquímicos12. Vári-
os trabalhos têm sido dedicados ao entendimento da estrutura e do
ordenamento das monocamadas, que são caracterizadas pelo alto grau
de organização e têm sido empregadas em estudos de transferência
de elétrons34-39, adsorção de proteínas38,40-43 e, principalmente, em
vários campos da eletroanalítica12,19-22,44-53.

A preparação da monocamada possui um papel fundamental no
desempenho eletroanalítico do eletrodo modificado. A estrutura da
monocamada depende fortemente do substrato e de sua morfologia,

da natureza do acoplamento e das forças intermoleculares entre as
moléculas do adsorbato12. Considerando-se que a espessura final da
monocamada é de dimensão molecular e que, em muitos casos, o
substrato não é atomicamente plano sobre toda a superfície do ele-
trodo, a existência de defeitos na monocamada (que são muitas ve-
zes chamados de “pin-holes”) é inevitável. Tais defeitos podem ter
um efeito pronunciado no comportamento eletroquímico do eletro-
do, que se pode assemelhar a um arranjo de ultramicroeletrodos.
Assim, o pré-tratamento das superfícies dos eletrodos é muitas vezes
um pré-requisito importante antes da montagem da monocamada.
Uma grande variedade de procedimentos têm sido reportados e in-
cluem tratamentos térmicos e químicos, ou ainda pré-tratamentos
eletroquímicos, todos objetivando produzir superfícies limpas, ho-
mogêneas, relativamente planas e reprodutivas12,20-21. Da mesma for-
ma, muitos procedimentos descrevendo a formação de monocamadas
têm sido reportados. Na maior parte dos casos, é aceito que o
acoplamento do adsorbato é uma etapa relativamente rápida, que é
seguida por um processo de organização muito mais lento. Estas
etapas são usualmente realizadas em solventes orgânicos e a tempe-
ratura ambiente, por períodos de tempo que variam desde poucos
minutos até muitos dias. A organização final da monocamada pode
ser examinada empregando-se diferentes técnicas macroscópicas e
microscópicas de superfície, principalmente espectroscópicas
(espectroscopia de infravermelho, raios-X, microscopia etc.) e
eletroquímicas (voltametria, impedância etc.). Estes métodos podem
fornecer muitas informações detalhadas sobre a interface eletrodo-
monocamada e também sobre a estrutura e orientação das
monocamadas.

Figura 2. Esquema do emparelhamento entre os alcanotióis e o retículo do

ouro numa camada auto-organizada. Átomos de enxofre representados em

branco e átomos de ouro em cinza. Adaptado da ref. 54

Figura 1. Organograma das principais aplicações das monocamadas auto-organizadas
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O emprego de monocamadas auto-organizadas pode oferecer
vantagens substanciais para a eletroanalítica. Na Figura 3 são apre-
sentadas algumas propriedades que podem ser empregadas no de-
senvolvimento de sensores eletroquímicos. A habilidade para pré-
projetar a monocamada possibilita desenvolver superfícies com pro-
priedades e funções específicas, viabilizando interações quase espe-
cíficas entre a superfície do eletrodo e os analitos alvos. A possibili-
dade de se obter uma estrutura molecular ordenada especificamente
orientada faz com que seja possível otimizar processos, por exemplo
de complexação e/ou de transferência de elétrons, que são funda-
mentais no desenvolvimento de sensores eletroquímicos. A alta or-
ganização exibida pelas monocamadas assegura um comportamento
homogêneo em toda a superfície do eletrodo, contribuindo para a
obtenção de sensores com maior sensibilidade e reprodutibilidade.
Além disso, a dimensão da monocamada, que se situa em escala
molecular, evita uma difusão lenta das espécies eletroativas para a
superfície, principalmente quando comparada com a cinética apre-
sentada pelos eletrodos modificados com filmes poliméricos finos
ou por compósitos. As monocamadas organizadas ainda reduzem
severamente as correntes residuais não faradáicas, e também a acu-
mulação de espécies indesejadas sobre a superfície do eletrodo
(passivação).

Neste trabalho será dedicada uma atenção especial às aplicações
eletroanalíticas de monocamadas auto-organizadas de compostos
orgânicos a base de enxofre na modificação da superfície de eletro-
dos (principalmente de ouro). Deste modo, aplicações de filmes de
Langmuir-Blodgett e de métodos de silanização não serão aborda-
das no presente trabalho.

Monocamadas orgânicas ordenadas de compostos a base de en-
xofre sobre a superfície de eletrodos são de grande interesse, por
razões fundamentais e práticas54. O grupo terminal de enxofre destas
moléculas é ligado ao ouro via uma ligação S-Au extremamente for-
te, enquanto que os grupos funcionais na outra extremidade da mo-
lécula controlam as propriedades da superfície do eletrodo, tais gru-
pos podem ser manipulados de acordo com as mais variadas aplica-
ções54-58. A SAM mais estudada e compreendida é a que emprega
alcanotióis (CH

3
(CH

2
)

n
S-) sobre superfícies de Au(111). Para n ≥ 9,

o arranjo da SAM é proporcional ao do Au(111) subjacente e forma
um entrelaçamento simples. Para cadeias menores, o empacotamento
molecular costuma apresentar-se menos ordenado, devido às forças
de van der Waals entre as cadeias não serem suficientemente fortes
para alinhá-las paralelamente. Por exemplo, para butanotiolato (n =
3) uma fase líquida bidimensional e pouco ordenada predomina59.
Para muitas aplicações, grupos terminais como COOH e NH

2
 são

muito mais importantes que CH
3
. Por exemplo, ácido 3-mercapto-

propiônico (COOH(CH
2
)

2
S-, AMP) tem sido usado para acoplar gru-

pos lisina do citocromo c e, deste modo, imobilizar a proteína sobre
eletrodos mantendo sua conformação inalterada e promovendo o ali-
nhamento dos centros redox da proteína em direção à superfície do
eletrodo, para facilitar uma rápida transferência de elétrons58,59.

Estas e outras aplicações serão exploradas e discutidas nas pró-
ximas seções que, para efeitos didáticos, foram divididas em função
do tipo de composto alvo.

Eletrodos modificados com SAM - Análise de compostos
inorgânicos

Um dos primeiros exemplos da utilização de eletrodos de ouro
modificados com monocamadas auto-organizadas para o reconheci-
mento seletivo de íons metálicos foi descrito por Rubinstein e colabo-
radores60. Eles observaram que uma monocamada mista composta por
2,2’-tiobisetilacetoacetato (TBEA) e n-octadecil mercaptana (OM)
sobre uma superfície de ouro reconhecia seletivamente Cu2+ na pre-
sença de outros íons, tais como Fe3+. Esta seletividade foi obtida atra-
vés de interações específicas entre os íons Cu2+ e o TBEA, ao passo
que o OM serviu essencialmente para bloquear a difusão de outras
espécies indesejáveis. Num trabalho posterior, Rubinstein e colabora-
dores61 utilizaram no lugar da OM, um outro agente bloqueador, o n-
octadecil triclorosilano (OTS), conforme é apresentado esquema-
ticamente na Figura 4. Este sistema produziu uma monocamada mais
estável em relação àquela obtida empregando-se OM, tornando o sis-
tema mais adequado para fins analíticos. Este eletrodo modificado
possibilitou a determinação de Cu2+ (10-7 mol L-1), Pb2+ (10-5 mol L-1)
e Zn2+ (10-9 mol L-1, determinado por método indireto) com alta
seletividade e mínima interferência de Fe3+.

Turyan e Mandler62 obtiveram limites de detecção extremamen-
te baixos para Cd2+ (4x10-12 mol L-1 ou 0,45 ppb) ao utilizar eletrodos
de ouro modificados com ácidos ω-mercaptocarboxílicos. Tais ele-
trodos apresentaram uma alta estabilidade e fácil regeneração. A res-
posta destes eletrodos era baseada na extrema afinidade do cádmio
(Cd2+) por ácidos carboxílicos, formando complexos estáveis com
os mesmos. Foi constatado que os eletrodos modificados com áci-
dos ω-mercaptocarboxílicos de cadeia longa exibiram menor sensi-
bilidade em relação aos modificados com monocamadas de ácidos
de cadeia curta, isto provavelmente é devido à maior eficiência
na transferência de elétrons apresentada por estes últimos. A sele-
tividade dos eletrodos modificados foi avaliada pela determinação
de íons Cd2+ na presença de outros íons que normalmente estão pre-
sentes em amostras de águas naturais. Foi constatado que vários dos
possíveis íons interferentes (tais como Pb2+, Zn2+, Co2+, Ni2+, Hg2+ e
Cu2+) não interferiram na determinação de Cd2+, ao contrário dos
íons Fe3+ e Cr3+, que apresentaram resposta positiva, devido a suas
afinidades por ácidos carboxílicos. Eletrodos modificados com
monocamadas de ácidos ω-mercaptocarboxílicos também foram in-
vestigados como eletrodos seletivos para Cu2+ e Ag+ 63,64, no entanto
estes não apresentaram limites de detecção tão baixos quanto os ve-
rificados para Cd2+ 62.

Figura 4. Representação esquemática de uma monocamada de TBEA + OTS

sobre um eletrodo de ouro. M2+ = íon divalente ligado. Adaptado da ref. 61

Figura 3. Organograma das principais propriedades das monocamadas

auto-organizadas utilizadas no desenvolvimento de sensores eletroquímicos
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Em um outro trabalho, Turyan e Mandler65 desenvolveram um
eletrodo modificado para especiação de Cr(VI) na presença de Cr(III),
que foi baseado na formação de uma monocamada de 4-(mercapto-
n-alquil) piridínio sobre eletrodo de ouro. Os derivados de piridínio
formam complexos fortes e estáveis com os íons CrO

4
2- e Cr

2
O

7
2-,

assim, as monocamadas formadas extraem os íons Cr(VI), ao mes-
mo tempo que repelem cátions, como o Cr(III). Este eletrodo apre-
sentou uma alta sensibilidade (limite de detecção abaixo de 1 ppt),
além de uma alta seletividade por íons cromato.

A seletividade também pode ser adquirida através de interações
eletrostáticas. Por exemplo, Crooks e colaboradores66,67 mostraram
que o pH governa a atração de espécies carregadas, tanto orgânicas
quanto inorgânicas, pelas SAMs de aminotiofenóis. Foi observado
que quando o pH da solução é menor que o pKa da monocamada,
ocorre a adsorção de íons carregados negativamente, como por exem-
plo 2,6-disulfonato-antraquinona. Por outro lado, espécies positiva-
mente carregadas são repelidas pela superfície, tais como os íons
Ru(NH

3
)

6
3+. Um comportamento similar a este foi descrito por Chen

e Brajter-Toth68-70 para uma monocamada de ácido tióico sobre ouro.
A seletividade do filme de ácido tióico também pode ser controlada
pelo pH da solução, já que o grupo carboxílico do ácido em contato
direto com a solução tem um papel importante na carga apresentada
pela monocamada. Como resultado desta característica a resposta,
por exemplo, para ânion Fe(CN)

6
3- pode ser efetivamente eliminada

quando a carga da monocamada está negativa, isto é em pH mais alto
quando o grupo carboxílico está dissociado. Por outro lado, um de-
créscimo significativo na resposta ao cátion Ru(NH

3
)

6
3+ ocorre quando

a concentração de íons H+ na solução é alta, o que resulta numa
monocamada positivamente carregada, devido a uma alta concentra-
ção de íons H+ no filme.

Em um trabalho interessante realizado por Whitesides e colabo-
radores71 foi construído um microssensor voltamétrico para determi-
nação de pH, utilizando-se uma monocamada mista de tióis de
ferrocenil e quinona formada sobre um eletrodo de ouro. Como o
potencial redox do ferroceno é insensível ao pH, enquanto que o da
quinona é dependente do pH (deslocando-se 59 mV por unidade de
pH), a diferença nas duas ondas de redução varia linearmente com o
pH e, portanto, pode ser utilizada para determinar o pH voltame-
tricamente.

Willner e colaboradores72 descreveram um sistema similar a este
para a construção de um sensor de pH. No entanto neste caso, uma
monocamada bifuncional foi formada, na qual a quinona foi ligada
covalentemente ao ferroceno sobre o eletrodo de ouro, segundo o
esquema mostrado na Figura 5. Este sistema foi utilizado para deter-
minação de pH em soluções aquosas, de maneira similar ao descrito
anteriormente por Whitesides e colaboradores71, mas sem a necessi-
dade de um eletrodo de referência.

Em um trabalho realizado por Beulen e colaboradores73, uma
monocamada mista sobre eletrodo de ouro contendo sulfetos de áci-
do e ferroceno foi utilizada para a construção de um sensor para pH.
Neste caso, o grupo carboxilato foi utilizado para influenciar o com-

portamento eletroquímico da unidade de ferroceno. A desprotonação
do ácido leva a uma estabilização do estado oxidado do ferroceno,
resultando no deslocamento catódico do potencial redox do mesmo.

Monocamadas auto-organizadas contendo éteres coroa têm sido
utilizadas para a detecção de íons metálicos, tais como Na+, Li+, K+ e
Cs+, principalmente empregando-se a técnica de espectroscopia de
impedância eletroquímica. Neste sentido, Flink e colaboradores74,75

estudaram a coordenação de cátions metálicos a monocamadas de
diferentes éteres coroa sobre eletrodos de ouro. Foi constatado que a
combinação dos íons metálicos às monocamadas resulta em um au-
mento na sua capacitância, além de influenciar a resistência de trans-
ferência de carga. O monitoramento de ambos os parâmetros permi-
tiu a determinação das constantes de associação para as interações
entre vários íons metálicos com monocamadas formadas por éteres
coroa de diferentes tamanhos.

Mais recentemente, aminoácidos e peptídeos têm sido emprega-
dos como elementos reconhecedores de íons sobre monocamadas
auto-organizadas. Arrigan e Bihan76 descreveram a obtenção de uma
monocamada de L-cisteína sobre um eletrodo de ouro e realizaram o
estudo da complexação de íons Cu2+ sobre esta por voltametria cíclica.
Liu e colaboradores77 mostraram a aplicação das monocamadas de
L-cisteína na determinação eletroquímica de Cu2+ em níveis de ppb.
Um estudo mais detalhado acerca da caracterização dessas superfíci-
es foi realizado por Yang e colaboradores78, usando uma combinação
de técnicas eletroquímicas e espectroscópicas. De acordo com os
resultados obtidos, eles propuseram que cada íon de cobre é
complexado por duas cisteínas, através da coordenação com o grupo
funcional ácido (-COO-) e básico (-NH

2
) da molécula de cisteína.

Em um outro trabalho, Yang e colaboradores79 utilizaram um ele-
trodo de ouro modificado com uma SAM de um polipeptídeo, o áci-
do poli-L-aspártico (PLAsp), para determinação de Cu2+ em níveis
de ppb. O PLAsp foi covalentemente ligado ao eletrodo de ouro
modificado com ácido 3-mercaptopropiônico, através da ligação com
a carbodiimida. A resposta do eletrodo aos íons cobre foi avaliada
por voltametria cíclica e de onda quadrada.

Como pode ser observado, as SAMs contendo grupos específi-
cos sobre eletrodos de ouro podem ser utilizadas com êxito para o
reconhecimento seletivo de diferentes íons inorgânicos, com grande
sensibilidade e seletividade. Uma das principais vantagens de se uti-
lizar este tipo de superfície para construção de sensores eletroquí-
micos, principalmente para determinação de metais pesados, está no
considerável aumento na sensibilidade em relação a outros eletro-
dos, como por exemplo os eletrodos modificados com matrizes
poliméricas, possibilitando assim a determinação em amostras reais
em níveis de partes por bilhão (ppb) e trilhão (ppt)51.

Eletrodos modificados com SAM - Análise de compostos
orgânicos

A maioria das aplicações das SAMs em eletroanalítica consiste
na determinação de espécies orgânicas de interesse biológico e

Figura 5. Formação de uma monocamada bifuncional de quinona-ferroceno sobre um eletrodo de ouro. Adaptado da ref. 72
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ambiental. Isto pode ser atribuído a pelo menos três razões. Primei-
ramente, as monocamadas oferecem ambientes hidrofóbicos, simi-
lares aos utilizados em cromatografia de fase reversa, os quais são
mais adequados para extração de moléculas orgânicas não iônicas.
Além disso, há uma grande demanda no mercado de métodos analí-
ticos simples e rápidos para determinação de substâncias orgânicas.
Finalmente, as moléculas orgânicas apresentam maior gama de pos-
síveis interações com a monocamada que os íons metálicos, possibi-
litando assim um aumento na seletividade.

Monocamadas de ácidos ω-mercaptocarboxílicos foram utiliza-
das por Malem e Mandler80 como meio para induzir a diferenciação
eletroquímica entre o neurotransmissor dopamina e o ácido ascórbico.
Uma diferenciação ótima foi encontrada utilizando-se ácidos de ca-
deia média, como por exemplo o ácido 6-mercaptocarboxílico. Tal
comportamento foi atribuído a um melhor compromisso entre uma
monocamada bem organizada, que requer cadeias de tióis longas e
uma razoável transferência de elétrons, a qual é geralmente observa-
da com tióis de cadeia curta. Os autores também demonstraram a
importância dos terminais COOH nas SAMs para definir a estrutura
do empacotamento molecular e a dependência da estabilidade das
monocamadas em função do potencial aplicado nos eletrodos. Giz e
colaboradores59 também estudaram o emprego de SAM a base de
ácido mercaptopropiônico na confecção de sensores eletroquímicos
para a determinação de dopamina, e concluíram que este método de
modificação de superfícies apresenta vantagens frente a outros pro-
cessos convencionais.

Ainda em relação à determinação de dopamina, Raj e Ohsaka81

utilizaram SAM para imobilizar um complexo macrocíclico de ní-
quel sobre a superfície de um eletrodo de ouro. Este sensor foi utili-
zado para determinar ascorbato e dopamina com grande sucesso;
empregando-se uma monocamada modificada, os autores obtiveram
uma boa separação dos picos voltamétricos destas duas espécies
(≈ 215 mV), o que permitiu a determinação simultânea destes com-
postos.

Wang e colaboradores82 mostraram que uma melhora substanci-
al da seletividade no monitoramento amperométrico de sistemas em
fluxo pode ser obtida utilizando-se como detector eletrodos de ouro
recobertos com monocamadas de n-alcanotióis. Os autores realiza-
ram a detecção amperométrica da droga cloropromazina em amos-
tras de urina sem qualquer pré-tratamento inicial, utilizando tais ele-
trodos. Foi concluído que a seletividade do detector pode ser facil-
mente melhorada variando-se o tamanho da cadeia da monocamada.
Uma propriedade atrativa da utilização de eletrodos modificados com
monocamadas auto-organizadas como detectores em sistemas em
fluxo está na inerente estabilidade do filme formado, mesmo sob
condições hidrodinâmicas vigorosas.

Ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos que são capazes de
se coordenar a moléculas orgânicas dentro da sua cavidade
hidrofóbica. Monocamadas auto-organizadas de α e β-ciclodextrinas
modificadas com tióis e sulfetos têm sido preparadas para a detecção
seletiva de compostos orgânicos83-87. Park e colaboradores88 obtive-
ram monocamadas de β-ciclodextrinas sobre eletrodos de ouro e es-
tudaram a inclusão de moléculas eletroativas com diferentes dimen-
sões, tais como 2-metil-1,4–naftoquinona, p-benzoquinona e antra-
quinona. As moléculas capturadas nas cavidades foram detectadas
por voltametria de varredura linear, obtendo-se limites de detecção
na ordem de 10-8 mol L-1. Além disso, a utilização dessas mono-
camadas conferiu seletividade em função do tamanho molecular.

D’Souza e colaboradores89 utilizaram derivados de β-ciclo-
dextrinas modificadas com um grupo antraquinona covalentemente
ligado a uma das unidades de glicose. Neste caso, a adição de
naftaleno deslocou o potencial redox do substituinte antraquinona.
Kitano e colaboradores90,91 utilizaram monocamadas de α-ciclodex-

trinas para a detecção estéreo-seletiva do composto eletroquimi-
camente ativo 3,4-diidroxifenilalanina e compostos azo quirais.

Gadzekpo e colaboradores92, empregando eletrodos modificados
com SAM, descreveram um sensor para detecção de heparina, um
anticoagulante do sangue. Neste sensor, uma monocamada de ácido
tióico foi formada sobre o eletrodo de ouro, e sobre esta monocamada
foi imobilizado um policátion, a protamina. O analito, heparina, apre-
senta cargas negativas, que neutralizam as cargas positivas do recep-
tor protamina. Em concentrações altas de heparina a superfície do
eletrodo apresenta um excesso de cargas negativas, que causam
repulsão dos íons [Fe(CN)

6
]3-, utilizados como íons marcadores. Dessa

forma, a resposta do sensor foi baseada na diminuição das correntes
redox destes íons, que é uma função direta da concentração do analito.
Eletrodos de ouro modificados com SAM de ácido tióico também
foram utilizados para a detecção de protamina, baseados neste mes-
mo princípio utilizando, no entanto, o cátion [Ru(NH

3
)

6
]3+ como íon

marcador93.
A exploração de materiais biológicos tem se constituído em um

fator positivo para o desenvolvimento da Química Analítica, promo-
vendo avanços significativos sob os pontos de vista teórico,
metodológico e aplicativo nos mais diferentes campos desta disci-
plina. Em relação à Eletroanalítica, nos últimos anos tem sido dada
uma grande ênfase aos biossensores8,94,95. Utilizando-se componen-
tes biológicos, tais como enzimas e anticorpos, estes dispositivos
têm demonstrado alta seletividade, sensibilidade e baixo custo, po-
dendo ser empregados em métodos analíticos quase específicos para
a determinação de compostos alvos6,96,97. Biossensores eletroquímicos
têm apresentado grande potencial para sua aplicação em análises de
alimentos, clínicas e de controle ambiental6,98,99.

Um dos grandes desafios para a construção de biossensores mais
sensíveis, robustos e de maior confiabilidade é a imobilização das
biomoléculas sobre superfícies condutoras, em sua forma estável e
com a manutenção de suas propriedades biológicas de reconheci-
mento100. Os procedimentos de adsorção, ligação cruzada, ligação
covalente e encapsulamento em géis ou membranas são os métodos
de imobilização de biomoléculas mais empregados101,102. Contudo,
estes processos produzem uma superfície altamente desorganizada,
com as biomoléculas orientadas randomicamente, provocando mu-
danças conformacionais que afetam a atividade funcional do com-
ponente bioativo103. Assim, somente uma pequena porcentagem das
biomoléculas na superfície do eletrodo permanece ativa e mantém
sua capacidade de interagir seletivamente com as moléculas do
analito103.

A auto-organização molecular tem se tornado um procedimento
de derivação de superfícies bastante popular12,13,20-22,81,104-107, princi-
palmente devido à sua simplicidade, versatilidade e possibilidade de
produzir, em escala molecular, estruturas altamente ordenadas. Este
tipo de modificação tem apresentado uma excelente estabilidade frente
a uma ampla faixa de potenciais de trabalho, e também fornece um
microambiente favorável para a atividade biocatalítica das enzimas,
pois pode simular membranas biológicas, aproximando o sistema
das condições conformacionais ótimas observadas nos ambientes
biológicos originais105. Tais propriedades fazem da modificação por
SAM um método de imobilização muito promissor para a constru-
ção de biossensores, pois permitem orientar as enzimas sobre a su-
perfície dos eletrodos sem desnaturação, além de viabilizar a trans-
ferência eletrônica direta das enzimas para a superfície dos eletro-
dos12,38,108,109.

Várias enzimas têm sido utilizadas em biossensores para deter-
minar analitos de interesse clínico e ambiental. O acoplamento ele-
trônico entre as enzimas e o eletrodo nos biossensores pode ser rea-
lizado através de diferentes mecanismos: (i) pela eletroatividade do
substrato ou produto enzimático (biossensores de primeira geração);
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(ii) pelo auxílio de mediadores, livres em solução ou imobilizados
juntamente com a enzima (biossensores de segunda geração) e, fi-
nalmente, (iii) pela transferência eletrônica direta entre a superfície
do eletrodo e o centro ativo da enzima (biossensores de terceira ge-
ração)95.

A utilização de SAM no desenvolvimento de biossensores apre-
senta potencialidade para aumentar o desempenho analítico dos três
diferentes tipos de biossensores. A sensibilidade dos biossensores
de primeira geração pode ser muito incrementada, pois este método
de imobilização possui um efeito positivo na densidade, ambiente e
disposição dos elementos biologicamente ativos38. Estas caracterís-
ticas estão evidenciadas na Figura 6, que mostra esquematicamente
a imobilização de uma biomolécula sobre a superfície de um eletro-
do através dos métodos de adsorção, encapsulamento por ligação
cruzada e por SAM38. Este tipo de biossensor tem sido muito empre-
gado na determinação de polifenóis110, DNA52,111 e, principalmente,
de glicose112-115.

Em relação aos biossensores de segunda geração, monocamadas
contendo grupos eletroativos (mediador) fornecem uma possibilida-
de para estudar a transferência eletrônica a “longa distância” via o
contato elétrico entre o elemento biocatalítico, o mediador e a super-
fície do eletrodo105,116, conforme é exemplificado na Figura 7, onde o
grupo viologênio foi utilizado como mediador eletrônico após a
funcionalização de um composto tiol105.

Um dos maiores desafios para a obtenção de biossensores de
segunda geração baseados em monocamadas auto-organizadas está
justamente na obtenção de uma completa integração entre eletrodo,
mediador e enzima. Por essa razão, várias estratégias de imobiliza-
ção tanto do mediador quanto da enzima sobre a monocamada têm

sido desenvolvidas117,118. O contato elétrico entre a proteína redox e
o eletrodo pode ser obtido pela ligação covalente do mediador à es-
trutura da enzima. Por exemplo, em um eletrodo enzimático baseado
na enzima glutationa redutase acoplada a uma SAM de um ácido
carboxílico sobre eletrodo de ouro, o contato elétrico entre a enzima
e o eletrodo foi estabelecido através da ligação covalente do N-metil-
N’-carboxialquil-4,4-bipiridínio à estrutura da enzima118,119. O ele-
trodo resultante eletrocatalisou a redução da glutationa oxidada. Foi
observado que a velocidade de formação do produto aumentava à
medida que o tamanho da cadeia ligada aos grupos bipiridínios au-
mentava, sendo este comportamento atribuído à melhora na comuni-
cação elétrica com o sítio ativo da enzima119.

Uma outra maneira de se estabelecer melhor contato elétrico entre
o centro redox da enzima e a superfície do eletrodo é por meio do
método de reconstituição da enzima. Neste processo, o mediador é
ligado diretamente ao centro redox da enzima, sendo a apoenzima
(enzima sem o centro redox) posteriormente reconstituída sobre a
superfície do eletrodo, de acordo com o esquema mostrado na Figu-
ra 8118,120. Empregando-se este método foi construído um sensor para
glicose121, onde o mediador pirroloquinolina quinona (PQQ) foi
covalentemente ligado a uma monocamada de cisteamina e, poste-
riormente, reagido com um derivado amina do FAD, o N(6)-(2-
aminoethyl)-FAD. A apo-glicose oxidase foi então reconstituída so-
bre esta superfície, apresentando propriedades bioeletrocatalíticas.
Além da alta sensibilidade do biossensor resultante, a alta eficiência
do contato elétrico estabelecido apresenta importantes conseqüênci-
as no desenvolvimento de futuros eletrodos enzimáticos.

A maioria das enzimas redox são dependentes de cofatores, tais
como nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) ou fosfato
nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADP+). Para aplicação práti-
ca de um biossensor SAM baseado em uma enzima NAD+(P)-de-
pendente é necessário que haja uma total integração do mediador,
cofator e a enzima sobre a superfície SAM modificada, permitindo
assim a ativação eletroquímica do biocatalisador. Isto é particular-
mente difícil uma vez que os cofatores NAD+ e NADP+ participam
na transferência de elétrons via um processo difusional.

Willner e colaboradores122 desenvolveram um biossensor
amperométrico para ácido málico utilizando uma enzima NAD(P)+-
dependente. Para tanto, o mediador (pirroloquinolinaquinona (PQQ)
foi primeiramente imobilizado sobre uma monocamada de cisteamina
sobre eletrodo de ouro sendo, posteriormente, a enzima covalen-
temente imobilizada utilizando-se carbodiimida (EDC). Neste caso,
para que o biossensor respondesse ao substrato era necessária a adi-
ção do cofator NAD(P)+ à cela eletroquímica.

Como alternativa a este problema, os autores desenvolveram um
sistema totalmente integrado, no qual enzima, mediador e cofator
foram imobilizados conjuntamente sobre a monocamada auto-orga-
nizada. Para tornar isto possível, um derivado do cofator NAD+ foi
sintetizado, o N-6-(2 aminoetil)-NAD+, sendo este então ligado
covalentemente sobre o mediador PQQ, imobilizado sobre uma
monocamada SAM de cisteamina. A enzima lactato desidrogenase

Figura 8. Esquema da reconstituição da apo-flavoenzima sobre eletrodo de
ouro. M = mediador

Figura 7. Representação esquemática de uma monocamada auto-organizada

de tióis funcionalizados com o grupo viologênio sobre um eletrodo de ouro

Figura 6. Representação esquemática dos processos de imobilização de

biomoléculas por adsorção física (a), encapsulamento por ligação cruzada

(b) e acoplamento orientado por monocamadas auto-organizadas (c)
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(LDH) foi imobilizada sobre o derivado amina do cofator através da
ligação com glutaraldeído123.

Um pré-requisito fundamental para o desenvolvimento de
biossensores de terceira geração é o controle do processo de transfe-
rência de elétrons entre o sistema biocatalítico de reconhecimento e
a superfície dos eletrodos. Esta transferência eletrônica depende,
dentre vários fatores, da natureza do elemento biológico (somente
um grupo reduzido de enzimas e proteínas apresenta esta proprieda-
de) e da distância e orientação do centro de óxido-redução em rela-
ção à superfície do eletrodo. A imobilização empregando-se SAM
permite um maior controle sobre estas duas últimas variáveis, facili-
tando a confecção deste tipo de sensor38,108,124,125.

A transferência eletrônica entre o sítio ativo de um elemento bio-
lógico imobilizado e a superfície de um eletrodo é objeto de inúmeros
estudos124,126-129. Marcus e Sutin130 demonstraram que a constante de
velocidade da comunicação eletroquímica é governada pela diferença
de potencial entre os centros redox envolvidos e, também, pela distân-
cia entre o sítio ativo e a superfície do eletrodo. SAMs têm sido larga-
mente utilizadas na confecção de biossensores baseados na transfe-
rência direta de elétrons. Principalmente devido à sua homogeneidade,
facilidade de preparação e possibilidade de variar tanto o comprimen-
to das cadeias, como os grupos funcionais terminais, permitindo uma
boa versatilidade para imobilizar compostos biocataliticamente ati-
vos38,108,131,132. Ainda, as SAMs possuem a habilidade de proteger as
moléculas biocatalíticas da desnaturação, normalmente observada du-
rante a interação com eletrodos não modificados38.

Lötzbeyer e colaboradores108 estudaram o processo de transfe-
rência eletrônica direta entre diferentes biomoléculas e a superfície
de um eletrodo de ouro modificada com monocamadas auto-organi-
zadas, na tentativa de determinar as propriedades de uma “enzima
ideal” para a construção de biossensores baseados na transferência
direta de elétrons. Comparando a enzima HRP (“horseradish
peroxidase”) nativa com as mini-enzimas MP-11 (microperoxidase
11) e hemina, ambas fragmentos do citocromo c, os autores conclu-
íram que (1) a concentração superficial de biomoléculas menores
(MP-11, hemina) pode ser significativamente superior que a obser-
vada para biomoléculas maiores (HRP), quando estes biocompostos
são imobilizados em uma monocamada sobre a superfície do eletro-
do; (2) a diferença na velocidade de transferência de elétrons entre a
MP-11 ou hemina e o eletrodo demonstra que moléculas menores
permitem uma aproximação maior do centro ativo em relação ao
eletrodo, levando a um incremento na atividade eletrocatalítica; (3)
para enzimas grandes (HRP, citocromo c) uma rápida transferência
de elétrons somente pode ser atingida com uma orientação adequada
do sítio ativo em relação à superfície do eletrodo. Neste caso, a difu-
são do substrato para o sítio ativo pode ser impedida por uma “con-
cha” de proteínas.

Estes resultados abrem a possibilidade para a construção de
sensores amperométricos sem a necessidade de imobilizar a enzima
como um todo, mas somente seu sítio redox de interesse. A
(bio)mimetização de componentes biológicos apresenta-se como uma
alternativa atraente na busca de sensores mais sensíveis e robustos.

Com o objetivo de orientar o sítio ativo da enzima de maneira
adequada sobre a superfície do eletrodo, para tornar a transferência
direta de elétrons da HRP mais efetiva, Gorton e colaboradores133

desenvolveram um eletrodo modificado baseado na reconstituição
da enzima HRP sobre uma SAM. Para tanto, primeiramente uma
monocamada de hemin-tiol foi formada sobre eletrodo de ouro e
posteriormente imobilizada sobre esta a apoenzima HRP (enzima
HRP sem o centro heme).

Gorton e colaboradores134,135 também estudaram a transferência
de elétrons da enzima celubiose desidrogenase (CDH) sobre SAM.
A CDH é uma enzima que contém dois sítios ativos, um grupo flavina

(FAD) e um grupo heme (citocromo b). Através da técnica de
voltametria cíclica, foi observado que sobre eletrodos de ouro modi-
ficados com SAM de cisteamina, a parte heme da enzima CDH apre-
sentava uma transferência de elétrons direta quasi-reversível, dife-
rentemente do observado para esta mesma enzima sobre eletrodos
de grafite. Estes resultados mostraram claramente a importância da
orientação da enzima sobre a superfície, uma vez que sobre a super-
fície de grafite é esperada uma orientação randômica, enquanto que
sobre o eletrodo de ouro a enzima é capaz de se orientar de maneira
a minimizar a distância entre o seu sítio ativo e a superfície do eletro-
do facilitando, assim, a transferência de elétrons.

CONCLUSÕES E TENDÊNCIAS FUTURAS

O desenvolvimento de eletrodos eletroquímicos possui um grande
interesse na comunidade científica, que pode ser comprovado pela
quantidade crescente de publicações sobre este tipo de sensor. Tais
dispositivos têm sido empregados na análise de um vasto número de
substâncias de interesse clínico, biológico, ambiental e industrial.
Entretanto, estes sensores ainda apresentam limitações, principal-
mente em relação à seletividade e robustez.

Sensores eletroquímicos baseados na modificação de suas super-
fícies por monocamadas auto-organizadas são muito atrativos, pois
combinam a alta sensibilidade dos métodos eletroquímicos tradicio-
nais com as novas possibilidades de aumento de seletividade e estabi-
lidade promovidas pelas SAMs. Muitas das atuais limitações dos
sensores eletroquímicos podem, potencialmente, ser superadas pela
modificação/planejamento das superfícies em escala molecular, visando
satisfazer as necessidades específicas de cada tipo de sensor eletroquí-
mico, em função de sua aplicação. Assim, por exemplo, as monocama-
das podem ser usadas não somente para aumentar a sensibilidade e
seletividade de um determinado eletrodo, mas também contribuir para
conferir um ambiente favorável para a análise dos compostos alvos,
tornando o sensor menos susceptível às condições das amostras. Tais
manipulações da arquitetura molecular na superfície dos eletrodos ofe-
recem novos níveis de reatividade e aplicabilidade, que podem expan-
dir consideravelmente o alcance dos sensores eletroquímicos.

A utilização de materiais auto-organizáveis no desenvolvimento
de sensores e biossensores eletroquímicos é relativamente recente,
contudo tem demonstrado um amplo campo para ser explorado. Tal
como descrito anteriormente, esta técnica pode ser empregada na
confecção de eletrodos mais seletivos e sensíveis; no estudo da trans-
ferência eletrônica direta entre materiais biocatalíticos e eletrodos;
na viabilização do uso de sistemas miméticos que empregam siste-
mas sintéticos com propriedades biocatalíticas, além de proporcio-
nar uma melhor compreensão dos mecanismos de inúmeros proces-
sos químicos e biológicos. Devido à diversidade nas potencialidades
de modificações (químicas e biológicas) dos eletrodos, várias novas
aplicações das SAMs são esperadas num futuro próximo. Um exem-
plo bastante promissor é sua aplicação no desenvolvimento de
nanotecnologias para a construção e modificação de arranjos de
ultramicroeletrodos. O emprego de tais arranjos, modificados com
diferentes enzimas (seletivas para determinadas classes de compos-
tos) via SAM, apresenta grandes perspectivas para o desenvolvimento
de sensores eletroquímicos capazes que promover a determinação
simultânea e in situ de uma série de compostos alvos presentes em
vários tipos de matrizes complexas. Esta possibilidade é de grande
interesse para uma ampla gama de aplicações, tais como clínica,
farmacológica, alimentícia, industrial e ambiental.
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