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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.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos é uma das dreas de
maior e mais rapido crescimento dentro da Quimica Analitica, princi-
palmente devido aos novos desafios impostos por amostras de interes-
se industrial, clinico e ambiental, que t€ém levado a uma crescente bus-
ca por sensores com melhores caracteristicas, tais como alta sensibili-
dade, seletividade e estabilidade'®. Apesar da grande versatilidade e
perspectivas apresentadas pelos sensores eletroquimicos, a utilidade
de um eletrodo é muitas vezes limitada devido a uma passivacdo gra-
dual de sua superficie, que é conseqiiéncia principalmente da adsor¢ao
dos produtos da propria reacao de 6xido-reducao utilizada na detec¢do,
ou ainda, dos sub-produtos destas reacdes que podem se polimerizar e
se depositar sobre a superficie dos eletrodos®. Além disso, a sensibili-
dade de muitos analitos importantes pode ser prejudicada em fungio
da cinética de transferéncia de elétrons entre estes compostos e 0s
materiais dos eletrodos ser excessivamente lenta’. Uma outra limita-
¢do ¢é a dificuldade de discriminar entre compostos alvos que possuam
caracteristicas redox similares’.

Uma drea que oferece grande potencial para minimizar os pro-
blemas acima descritos, e conseqiientemente para aumentar a
aplicabilidade e eficiéncia dos sensores eletroquimicos, € a que com-
preende os chamados eletrodos quimicamente modificados (EQM)®*!°.
A habilidade para controlar e manipular deliberadamente as propri-
edades das superficies dos eletrodos pode proporcionar uma varie-
dade de efeitos atrativos, levando a superficies com caracteristicas
que podem contornar efetivamente muitos dos problemas apresenta-
dos pelos sensores eletroquimicos tradicionais.

Estudos experimentais, suportados pela teoria, t¢ém mostrado que
a velocidade de transferéncia de elétrons pode ser sensivelmente afe-
tada em funcéo da modificacdo da superficie dos eletrodos'!. A clas-
sificacdo das reagdes do eletrodo pode ser feita com base no grau de
interagdo entre os reagentes e a superficie do eletrodo, ocorrida du-
rante o estado de transi¢do da transferéncia de elétrons'>. Os proces-
sos de transferéncia de elétrons onde as intera¢des entre as espécies
reagentes e a superficie do eletrodo so fracas e nao especificas, ge-
ralmente sdo definidos como sobreposicdes fracas. Neste caso, a
energia livre de ativagdo para a transferéncia de elétrons nao ¢ afeta-
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da pela proximidade das espécies eletroativas e o eletrodo. Em con-
traste, sobreposi¢des fortes nos processos de transferéncia de elé-
trons envolvem interagdes fortes entre os centros de reacdo. Estas
interagdes sdo extremamente importantes para reduzir a energia de
ativacdo e, assim, determinar a cinética de transferéncia eletronica'.

Muitos processos eletroquimicos pertencem a esta tltima classe,
e suas velocidades de transferéncia de elétrons podem ser significa-
tivamente afetadas e controladas alterando-se as superficies dos ele-
trodos, isto é, modificando-as. Assim, muitos esfor¢os t€ém sido
direcionados para desenvolver diferentes abordagens de modifica-
céo das superficies dos eletrodos®!®!*1*, Existem muitos métodos
para formar camadas funcionais finas sobre estas superficies. A uti-
lizagdo de polimeros como modificadores tem sido muito popular, e
muitos trabalhos sobre a modificagdo de superficies de eletrodos
empregando-se polimeros foram realizados'>""7. Contudo, desde que
as estruturas dos polimeros sdo heterogéneas, além de geralmente
apresentarem uma grande variacdo em suas massas molares, € dificil
realizar o controle das fung¢des e das propriedades da camada
modificadora em nivel molecular. Além disso, é praticamente im-
possivel discutir quantitativamente o mecanismo de transferéncia de
elétrons e suas propriedades’®. Estruturas mais ordenadas podem ser
melhor controladas se a superficie for modificada por deposicdo
seqliencial de monocamadas de moléculas funcionais. Neste caso, é
muito mais fécil discutir a relagdo entre a estrutura e a fungdo da
superficie modificada.

Uma alternativa que tem sido muito usada nas ultimas décadas
envolve a formagdo de monocamadas auto-organizadas (SAM “self-
assembled monolayers”)!**1°22, Este tipo de modificagdo emprega
camadas monomoleculares que exibem uma alta organizag@o e que
sdo formadas espontaneamente como conseqiiéncia da imersao de
uma superticie sélida em solucdo constituida de moléculas anféteras.
Enquanto que a adsorcéo deste tipo de molécula é um resultado da
afinidade de um grupo funcional do adsorvente, que apresenta certa
especificidade para interagir com a superficie do substrato, a forga
motriz para a organizag¢io origina-se a partir de interacdes
hidrofébicas (por exemplo, do tipo van der Waals) das cadeias lon-
gas ligadas ao grupo funcional. Uma variedade de materiais (por
exemplo, superficies de Pt, Au, Ag, Cu etc.) e de moléculas anféteras
(como derivados alquil, dlcoois, aminas, tidis etc.) tém sido empre-
gados na confecgdo de sistemas organizados'>. As SAMs possuem
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Figura 1. Organograma das principais aplicagoes das monocamadas auto-organizadas

uma ampla gama de aplicacdes, conforme é exemplificado
esquematicamente na Figura 1. O presente trabalho ird abordar a
aplicagdo das SAMs no desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

Uma revisdo da literatura cientifica revela que existem basicamen-
te trés diferentes abordagens por meio das quais as SAMs t€m sido
desenvolvidas e aplicadas em eletroanalitica. Elas podem ser classifi-
cadas de acordo com o mecanismo de fixagdo da monocamada sobre o
eletrodo sélido™. Historicamente, o primeiro tipo de SAM sobre ele-
trodos sélidos foi descrito por Sagiv*?, que realizou a formacao de
monocamadas organizadas via o processo de silanizag¢@o. Ele demons-
trou que alquiltriclorosilanos sobre superficies polares (por exemplo,
possuindo grupos hidroxilas) levavam a formacdo de monocamadas
organizadas quimicamente ligadas a superficie. A silaniza¢do tem sido
largamente usada como um meio de modificacdo de superficies de
eletrodos. Assim, foi natural combinar a abordagem de Sagiv com
procedimentos de silanizaciio para montagem de monocamadas orga-
nizadas em superficies ativadas (como SnO, e Al,O,) e numerosos
estudos tém adotado esta via de modifica¢ao®?.

A segunda abordagem para a confeccdo de SAM esta relaciona-
da com a técnica de Langmuir-Blodgett (LB) e envolve a formacio
de membranas lipidicas sobre os eletrodos sélidos. A adsorcdo, nes-
te caso, é geralmente fraca e a organizag@o das moléculas € estabili-
zada devido a forgas intermoleculares. Este tipo de camada auto-
organizada de moléculas anféteras carregadas pode ser formada so-
bre uma variedade de superficies sdlidas, tais como superficies me-
talicas, filmes finos de 6xidos e mercirio®*-3.

A terceira categoria de monocamadas auto-organizadas tem cres-
cido constantemente no decorrer dos dltimos anos'>!*22, Este tipo de
formacdo de SAM faz uso da adsorcdo irreversivel de alcanos
funcionalizados sobre superficies metalicas ordenadas. Apesar de uma
grande variedade de alcanos funcionalizados e de superficies metali-
cas terem sido examinadas, o grupo mais empregado e estudado &,
indubitavelmente, de tidis sobre superficies de ouro'>'**. Um em-
parelhamento perfeito entre os alcanotidis (geralmente com uma in-
clinacdo de 20 a 30 graus em relacdio a normal da superficie) e o
reticulo do ouro resulta numa estrutura altamente ordenada (Figura
2) e tem feito deste sistema objeto de um grande nimero de estudos
por meios espectroscépicos, microscdpicos e eletroquimicos'?. Vari-
os trabalhos t€m sido dedicados ao entendimento da estrutura e do
ordenamento das monocamadas, que sdo caracterizadas pelo alto grau
de organizacdo e tém sido empregadas em estudos de transferéncia
de elétrons*¥, adsorcdo de proteinas®“** e, principalmente, em
vdrios campos da eletroanalitica'>!%-2244+53,

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

Figura 2. Esquema do emparelhamento entre os alcanotiois e o reticulo do
ouro numa camada auto-organizada. Atomos de enxofre representados em
branco e dtomos de ouro em cinza. Adaptado da ref. 54

da natureza do acoplamento e das forcas intermoleculares entre as
moléculas do adsorbato'. Considerando-se que a espessura final da
monocamada é de dimensdo molecular e que, em muitos casos, 0
substrato ndo é atomicamente plano sobre toda a superficie do ele-
trodo, a existéncia de defeitos na monocamada (que sdo muitas ve-
zes chamados de “pin-holes”) ¢ inevitdvel. Tais defeitos podem ter
um efeito pronunciado no comportamento eletroquimico do eletro-
do, que se pode assemelhar a um arranjo de ultramicroeletrodos.
Assim, o pré-tratamento das superficies dos eletrodos é muitas vezes
um pré-requisito importante antes da montagem da monocamada.
Uma grande variedade de procedimentos t€m sido reportados e in-
cluem tratamentos térmicos e quimicos, ou ainda pré-tratamentos
eletroquimicos, todos objetivando produzir superficies limpas, ho-
mogéneas, relativamente planas e reprodutivas'>**2!. Da mesma for-
ma, muitos procedimentos descrevendo a formagao de monocamadas
tém sido reportados. Na maior parte dos casos, € aceito que o
acoplamento do adsorbato é uma etapa relativamente rapida, que é
seguida por um processo de organizagdo muito mais lento. Estas
etapas sdo usualmente realizadas em solventes orginicos e a tempe-
ratura ambiente, por periodos de tempo que variam desde poucos
minutos até muitos dias. A organizac@o final da monocamada pode
ser examinada empregando-se diferentes técnicas macroscopicas e
microscépicas de superficie, principalmente espectroscépicas
(espectroscopia de infravermelho, raios-X, microscopia etc.) e
eletroquimicas (voltametria, impedancia etc.). Estes métodos podem
fornecer muitas informagdes detalhadas sobre a interface eletrodo-
monocamada e também sobre a estrutura e orientacdo das
monocamadas.
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O emprego de monocamadas auto-organizadas pode oferecer
vantagens substanciais para a eletroanalitica. Na Figura 3 sdo apre-
sentadas algumas propriedades que podem ser empregadas no de-
senvolvimento de sensores eletroquimicos. A habilidade para pré-
projetar a monocamada possibilita desenvolver superficies com pro-
priedades e funcdes especificas, viabilizando interacdes quase espe-
cificas entre a superficie do eletrodo e os analitos alvos. A possibili-
dade de se obter uma estrutura molecular ordenada especificamente
orientada faz com que seja possivel otimizar processos, por exemplo
de complexag@o e/ou de transferéncia de elétrons, que sdo funda-
mentais no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. A alta or-
ganizagdo exibida pelas monocamadas assegura um comportamento
homogéneo em toda a superficie do eletrodo, contribuindo para a
obtencdo de sensores com maior sensibilidade e reprodutibilidade.
Além disso, a dimensdo da monocamada, que se situa em escala
molecular, evita uma difusdo lenta das espécies eletroativas para a
superficie, principalmente quando comparada com a cinética apre-
sentada pelos eletrodos modificados com filmes poliméricos finos
ou por compdsitos. As monocamadas organizadas ainda reduzem
severamente as correntes residuais nao faraddicas, e também a acu-
mulag@o de espécies indesejadas sobre a superficie do eletrodo
(passivacdo).

PROPRIEDADES DAS SAMs USADAS NO DESENVOLVIMENTO
DE SENSORES ELETROQUIMICOS

[

[ [ [ [ [
ordenamento/ | | complexagao atrag@o transferéncia imobilizagédo
orientagdo eletrostatica eletrénica

1
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Figura 3. Organograma das principais propriedades das monocamadas
auto-organizadas utilizadas no desenvolvimento de sensores eletroquimicos

Neste trabalho serd dedicada uma atengdo especial as aplicacdes
eletroanaliticas de monocamadas auto-organizadas de compostos
organicos a base de enxofre na modificacdo da superficie de eletro-
dos (principalmente de ouro). Deste modo, aplicagoes de filmes de
Langmuir-Blodgett e de métodos de silanizagdo ndo serdo aborda-
das no presente trabalho.

Monocamadas organicas ordenadas de compostos a base de en-
xofre sobre a superficie de eletrodos sdo de grande interesse, por
razdes fundamentais e préticas™. O grupo terminal de enxofre destas
moléculas € ligado ao ouro via uma ligacdo S-Au extremamente for-
te, enquanto que os grupos funcionais na outra extremidade da mo-
lécula controlam as propriedades da superficie do eletrodo, tais gru-
pos podem ser manipulados de acordo com as mais variadas aplica-
¢des™%. A SAM mais estudada e compreendida é a que emprega
alcanotidis (CH,(CH,) S°) sobre superficies de Au(111). Paran 29,
o arranjo da SAM ¢€ proporcional ao do Au(111) subjacente e forma
um entrelacamento simples. Para cadeias menores, o empacotamento
molecular costuma apresentar-se menos ordenado, devido as forgas
de van der Waals entre as cadeias ndo serem suficientemente fortes
para alinhd-las paralelamente. Por exemplo, para butanotiolato (n =
3) uma fase liquida bidimensional e pouco ordenada predomina®.
Para muitas aplicagdes, grupos terminais como COOH e NH, sdo
muito mais importantes que CH,. Por exemplo, dcido 3-mercapto-
propidnico (COOH(CH,),S", AMP) tem sido usado para acoplar gru-
pos lisina do citocromo c e, deste modo, imobilizar a proteina sobre
eletrodos mantendo sua conformacdo inalterada e promovendo o ali-
nhamento dos centros redox da proteina em direcdo a superficie do
eletrodo, para facilitar uma réapida transferéncia de elétrons®*>.

Estas e outras aplicagdes serdo exploradas e discutidas nas pro-
ximas secdes que, para efeitos didaticos, foram divididas em funcio
do tipo de composto alvo.
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Eletrodos modificados com SAM - Analise de compostos
inorgénicos

Um dos primeiros exemplos da utilizacdo de eletrodos de ouro
modificados com monocamadas auto-organizadas para o reconheci-
mento seletivo de fons metélicos foi descrito por Rubinstein e colabo-
radores®. Eles observaram que uma monocamada mista composta por
2,2’-tiobisetilacetoacetato (TBEA) e n-octadecil mercaptana (OM)
sobre uma superficie de ouro reconhecia seletivamente Cu** na pre-
senca de outros fons, tais como Fe**. Esta seletividade foi obtida atra-
vés de interagdes especificas entre os fons Cu** e o TBEA, ao passo
que o OM serviu essencialmente para bloquear a difusdo de outras
espécies indesejaveis. Num trabalho posterior, Rubinstein e colabora-
dores® 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
estdvel em relagdo aquela obtida empregando-se OM, tornando o sis-
tema mais adequado para fins analiticos. Este eletrodo modificado
possibilitou a determinacdo de Cu* (10”7 mol L"), Pb** (10~ mol L")
e Zn** (10® mol L', determinado por método indireto) com alta
seletividade e minima interferéncia de Fe**.
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Figura 4. Representagdo esquemdtica de uma monocamada de TBEA + OTS
sobre um eletrodo de ouro. M?* = ion divalente ligado. Adaptado da ref. 61

Turyan e Mandler® obtiveram limites de detecgdo extremamen-
te baixos para Cd** (4x10">mol L' ou 0,45 ppb) ao utilizar eletrodos
de ouro modificados com dcidos ®-mercaptocarboxilicos. Tais ele-
trodos apresentaram uma alta estabilidade e facil regenerag@o. A res-
posta destes eletrodos era baseada na extrema afinidade do cddmio
(Cd*) por dcidos carboxilicos, formando complexos estdveis com
os mesmos. Foi constatado que os eletrodos modificados com &ci-
dos w-mercaptocarboxilicos de cadeia longa exibiram menor sensi-
bilidade em relagdo aos modificados com monocamadas de acidos
de cadeia curta, isto provavelmente é devido & maior eficiéncia
na transferéncia de elétrons apresentada por estes dltimos. A sele-
tividade dos eletrodos modificados foi avaliada pela determinacdo
de fons Cd** na presenca de outros fons que normalmente estdo pre-
sentes em amostras de dguas naturais. Foi constatado que vérios dos
possiveis ions interferentes (tais como Pb**, Zn*, Co*, Ni**, Hg** e
Cu*) ndo interferiram na determinacdo de Cd*, ao contrdrio dos
fons Fe** e Cr**, que apresentaram resposta positiva, devido a suas
afinidades por dcidos carboxilicos. Eletrodos modificados com
monocamadas de dcidos ®-mercaptocarboxilicos também foram in-
vestigados como eletrodos seletivos para Cu®* e Ag**¢, no entanto
estes ndo apresentaram limites de detec¢@o tdo baixos quanto os ve-
rificados para Cd>* %2
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Em um outro trabalho, Turyan e Mandler®® desenvolveram um
eletrodo modificado para especiacdo de Cr(VI) na presenca de Cr(I1I),
que foi baseado na formagdo de uma monocamada de 4-(mercapto-
n-alquil) piridinio sobre eletrodo de ouro. Os derivados de piridinio
formam complexos fortes e estdveis com os fons CrO,> e Cr,0.%,
assim, as monocamadas formadas extraem os fons Cr(VI), ao mes-
mo tempo que repelem cations, como o Cr(III). Este eletrodo apre-
sentou uma alta sensibilidade (limite de deteccdo abaixo de 1 ppt),
além de uma alta seletividade por fons cromato.

A seletividade também pode ser adquirida através de interacdes
eletrostdticas. Por exemplo, Crooks e colaboradores®®” mostraram
que o pH governa a atrag@o de espécies carregadas, tanto organicas
quanto inorgénicas, pelas SAMs de aminotiofendis. Foi observado
que quando o pH da solucdo é menor que o pKa da monocamada,
ocorre a adsorcdo de {ons carregados negativamente, como por exem-
plo 2,6-disulfonato-antraquinona. Por outro lado, espécies positiva-
mente carregadas sdo repelidas pela superficie, tais como os fons
Ru(NH,)*. Um comportamento similar a este foi descrito por Chen
e Brajter-Toth®7° para uma monocamada de dcido tidico sobre ouro.
A seletividade do filme de 4cido tidico também pode ser controlada
pelo pH da solucdo, jd que o grupo carboxilico do dcido em contato
direto com a solu¢@o tem um papel importante na carga apresentada
pela monocamada. Como resultado desta caracteristica a resposta,
por exemplo, para anion Fe(CN) > pode ser efetivamente eliminada
quando a carga da monocamada estd negativa, isto ¢ em pH mais alto
quando o grupo carboxilico estd dissociado. Por outro lado, um de-
créscimo significativo na resposta ao cdtion Ru(NH,) ** ocorre quando
a concentracdo de fons H* na solug@o ¢ alta, o que resulta numa
monocamada positivamente carregada, devido a uma alta concentra-
¢do de fons H* no filme.

Em um trabalho interessante realizado por Whitesides e colabo-
radores’" foi construido um microssensor voltamétrico para determi-
nacdo de pH, utilizando-se uma monocamada mista de tidis de
ferrocenil e quinona formada sobre um eletrodo de ouro. Como o
potencial redox do ferroceno ¢ insensivel ao pH, enquanto que o da
quinona ¢é dependente do pH (deslocando-se 59 mV por unidade de
pH), a diferenca nas duas ondas de redugdo varia linearmente com o
pH e, portanto, pode ser utilizada para determinar o pH voltame-
tricamente.

Willner e colaboradores” descreveram um sistema similar a este
para a constru¢do 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-
minag¢do de pH em solugdes aquosas, de maneira similar ao descrito
anteriormente por Whitesides e colaboradores’, mas sem a necessi-
dade de um eletrodo de referéncia.

Em um trabalho realizado por Beulen e colaboradores”™, uma
monocamada mista sobre eletrodo de ouro contendo sulfetos de aci-
do e ferroceno foi utilizada para a construg¢do de um sensor para pH.
Neste caso, o grupo carboxilato foi utilizado para influenciar o com-
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portamento eletroquimico da unidade de ferroceno. A desprotonagao
do 4cido leva a uma estabilizagdo do estado oxidado do ferroceno,
resultando no deslocamento catédico do potencial redox do mesmo.

Monocamadas auto-organizadas contendo éteres coroa tém sido
utilizadas para a detec¢do de fons metdlicos, tais como Na*, Li*, K* e
Cs*, principalmente empregando-se a técnica de espectroscopia de
impedéncia eletroquimica. Neste sentido, Flink e colaboradores™
estudaram a coordenacdo de cdtions metdlicos a monocamadas de
diferentes éteres coroa sobre eletrodos de ouro. Foi constatado que a
combinacdo dos fons metdlicos as monocamadas resulta em um au-
mento na sua capacitancia, além de influenciar a resisténcia de trans-
feréncia de carga. O monitoramento de ambos 0s pardmetros permi-
tiu a determinag@o das constantes de associag@o para as interagdes
entre varios {fons metdlicos com monocamadas formadas por éteres
coroa de diferentes tamanhos.

Mais recentemente, aminodcidos e peptideos t€m sido emprega-
dos como elementos reconhecedores de fons sobre monocamadas
auto-organizadas. Arrigan e Bihan® descreveram a obten¢@o de uma
monocamada de L-cisteina sobre um eletrodo de ouro e realizaram o
estudo da complexagio de ions Cu?* sobre esta por voltametria ciclica.
Liu e colaboradores” mostraram a aplicagdo das monocamadas de
L-cisteina na determinac@o eletroquimica de Cu* em niveis de ppb.
Um estudo mais detalhado acerca da caracterizacio dessas superfici-
es foi realizado por Yang e colaboradores’, usando uma combinacéo
de técnicas eletroquimicas e espectroscopicas. De acordo com os
resultados obtidos, eles propuseram que cada fon de cobre é
complexado por duas cisteinas, através da coordenagdo com o grupo
funcional 4cido (-COO) e bdsico (-NH,) da molécula de cisteina.

Em um outro trabalho, Yang e colaboradores™ utilizaram um ele-
trodo de ouro modificado com uma SAM de um polipeptideo, o 4ci-
do poli-L-aspartico (PLAsp), para determina¢do de Cu** em niveis
de ppb. O PLAsp foi covalentemente ligado ao eletrodo de ouro
modificado com 4cido 3-mercaptopropionico, através da ligacdo com
a carbodiimida. A resposta do eletrodo aos fons cobre foi avaliada
por voltametria ciclica e de onda quadrada.

Como pode ser observado, as SAMs contendo grupos especifi-
cos sobre eletrodos de ouro podem ser utilizadas com éxito para o
reconhecimento seletivo de diferentes {ons inorginicos, com grande
sensibilidade e seletividade. Uma das principais vantagens de se uti-
lizar este tipo de superficie para constru¢do de sensores eletroqui-
micos, principalmente para determinacdo de metais pesados, estd no
considerdvel aumento na sensibilidade em relagdo a outros eletro-
dos, como por exemplo os eletrodos modificados com matrizes
poliméricas, possibilitando assim a determinag@o em amostras reais
em niveis de partes por bilhdo (ppb) e trilhdo (ppt)*'.

Eletrodos modificados com SAM - Analise de compostos
organicos

A maioria das aplicacdes das SAMs em eletroanalitica consiste
na determinacdo de espécies organicas de interesse bioldgico e
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Figura 5. Formagdo de uma monocamada bifuncional de quinona-ferroceno sobre um eletrodo de ouro. Adaptado da ref. 72
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ambiental. Isto pode ser atribuido a pelo menos trés razdes. Primei-
ramente, as monocamadas oferecem ambientes hidrofébicos, simi-
lares aos utilizados em cromatografia de fase reversa, os quais sio
mais adequados para extracdo de moléculas organicas ndo idnicas.
Além disso, hd uma grande demanda no mercado de métodos anali-
ticos simples e rdpidos para determinacio de substancias organicas.
Finalmente, as moléculas orginicas apresentam maior gama de pos-
siveis interagdes com a monocamada que os fons metdlicos, possibi-
litando assim um aumento na seletividade.

Monocamadas de dcidos ®w-mercaptocarboxilicos foram utiliza-
das por Malem e Mandler® como meio para induzir a diferencia¢do
eletroquimica entre o neurotransmissor dopamina e o dcido ascérbico.
Uma diferenciag@o 6tima foi encontrada utilizando-se acidos de ca-
deia média, como por exemplo o 4cido 6-mercaptocarboxilico. Tal
comportamento foi atribuido a um melhor compromisso entre uma
monocamada bem organizada, que requer cadeias de tidis longas e
uma razodvel transferéncia de elétrons, a qual é geralmente observa-
da com tidis de cadeia curta. Os autores também demonstraram a
importancia dos terminais COOH nas SAMs para definir a estrutura
do empacotamento molecular e a dependéncia da estabilidade das
monocamadas em fung@o do potencial aplicado nos eletrodos. Giz e
colaboradores” também estudaram o emprego de SAM a base de
dcido mercaptopropidnico na confec¢@o de sensores eletroquimicos
para a determinag¢io de dopamina, e concluiram que este método de
modificacdo de superficies apresenta vantagens frente a outros pro-
cessos convencionais.

Ainda em relacdo a determinagdo de dopamina, Raj e Ohsaka®!
utilizaram SAM para imobilizar um complexo macrociclico de ni-
quel sobre a superficie 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 separagdo dos picos voltamétricos destas duas espécies
(= 215 mV), o que permitiu a determinag@o simultdnea destes com-
postos.

Wang e colaboradores®? 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-alcanotidis. Os autores realiza-
ram a detec¢do amperométrica da droga cloropromazina em amos-
tras de urina sem qualquer pré-tratamento inicial, utilizando tais ele-
trodos. Foi concluido que a seletividade do detector pode ser facil-
mente melhorada variando-se o tamanho da cadeia da monocamada.
Uma propriedade atrativa da utilizagdo de eletrodos modificados com
monocamadas auto-organizadas como detectores em sistemas em
fluxo estd na inerente estabilidade do filme formado, mesmo sob
condicdes hidrodindmicas vigorosas.

Ciclodextrinas sio oligossacarideos ciclicos que sdo capazes de
se coordenar a moléculas organicas dentro da sua cavidade
hidrofébica. Monocamadas auto-organizadas de o e B-ciclodextrinas
modificadas com tidis e sulfetos tém sido preparadas para a deteccio
seletiva de compostos orgnicos®¥7. Park e colaboradores® obtive-
ram monocamadas de B-ciclodextrinas sobre eletrodos de ouro e es-
tudaram a inclusio de moléculas eletroativas com diferentes dimen-
soes, 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 deteccio
na ordem de 10®* mol L. Além disso, a utilizagdo dessas mono-
camadas conferiu seletividade em funcio do tamanho molecular.

D’Souza e colaboradores® utilizaram derivados de B-ciclo-
dextrinas modificadas com um grupo antraquinona covalentemente
ligado a uma das unidades de glicose. Neste caso, a adicdo de
naftaleno deslocou o potencial redox do substituinte antraquinona.
Kitano e colaboradores®' utilizaram monocamadas de o-ciclodex-
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trinas para a deteccdo estéreo-seletiva do composto eletroquimi-
camente ativo 3,4-diidroxifenilalanina e compostos azo quirais.

Gadzekpo e colaboradores®, empregando eletrodos modificados
com SAM, descreveram um sensor para detec¢do de heparina, um
anticoagulante do sangue. Neste sensor, uma monocamada de dcido
tidico foi formada sobre o eletrodo de ouro, e sobre esta monocamada
foi imobilizado um polication, a protamina. O analito, heparina, apre-
senta cargas negativas, que neutralizam as cargas positivas do recep-
tor protamina. Em concentra¢des altas de heparina a superficie do
eletrodo apresenta um excesso de cargas negativas, que causam
repulsio dos fons [Fe(CN) [*, utilizados como fons marcadores. Dessa
forma, a resposta do sensor foi baseada na diminui¢@o das correntes
redox destes fons, que é uma funcao direta da concentra¢do do analito.
Eletrodos de ouro modificados com SAM de acido tidico também
foram utilizados para a detec¢@o de protamina, baseados neste mes-
mo principio utilizando, no entanto, o cition [Ru(NH3)6]3* como ion
marcador®.

A exploragdo de materiais bioldgicos tem se constituido em um
fator positivo para o desenvolvimento da Quimica Analitica, promo-
vendo avancos significativos sob os pontos de vista tedrico,
metodolégico e aplicativo nos mais diferentes campos desta disci-
plina. Em relacdo a Eletroanalitica, nos tltimos anos tem sido dada
uma grande énfase aos biossensores®*****. Utilizando-se componen-
tes bioldgicos, tais como enzimas e anticorpos, estes dispositivos
tém demonstrado alta seletividade, sensibilidade e baixo custo, po-
dendo ser empregados em métodos analiticos quase especificos para
a determinagdo de compostos alvos®?®”7. Biossensores eletroquimicos
tém apresentado grande potencial para sua aplicacdo em andlises de
alimentos, clinicas e de controle ambiental®®s%.

Um dos grandes desafios para a constru¢ao de biossensores mais
sensiveis, robustos e de maior confiabilidade ¢ a imobilizacdo das
biomoléculas sobre superficies condutoras, em sua forma estdvel e
com a manutencio de suas propriedades bioldgicas de reconheci-
mento'®. Os procedimentos de adsor¢do, ligagdo cruzada, ligagdo
covalente e encapsulamento em géis ou membranas s3o os métodos
de imobilizagdo de biomoléculas mais empregados'*'?>, Contudo,
estes processos produzem uma superficie altamente desorganizada,
com as biomoléculas orientadas randomicamente, provocando mu-
dangas conformacionais que afetam a atividade funcional do com-
ponente bioativo'®. Assim, somente uma pequena porcentagem das
biomoléculas na superficie do eletrodo permanece ativa e mantém
sua capacidade de interagir seletivamente com as moléculas do
analito'®.

A auto-organizac¢do molecular tem se tornado um procedimento
de derivagio de superficies bastante popular!?!13:20-2281104107 " princ-
palmente devido a sua simplicidade, versatilidade e possibilidade de
produzir, em escala molecular, estruturas altamente ordenadas. Este
tipo de modificag@o tem apresentado uma excelente estabilidade frente
a uma ampla faixa de potenciais de trabalho, e também fornece um
microambiente favordvel para a atividade biocatalitica das enzimas,
pois pode simular membranas bioldgicas, aproximando o sistema
das condi¢des conformacionais 6timas observadas nos ambientes
biolGgicos originais'®. Tais propriedades fazem da modificagdo por
SAM um método de imobilizacdo muito promissor para a constru-
cdo de biossensores, pois permitem orientar as enzimas sobre a su-
pertficie dos eletrodos sem desnaturagdo, além de viabilizar a trans-
feréncia eletronica direta das enzimas para a superficie dos eletro-
dOS12.38,108.10‘J.

Vidrias enzimas t€m sido utilizadas em biossensores para deter-
minar analitos de interesse clinico e ambiental. O acoplamento ele-
trOnico entre as enzimas e o eletrodo nos biossensores pode ser rea-
lizado através de diferentes mecanismos: (i) pela eletroatividade do
substrato ou produto enzimdtico (biossensores de primeira geragio);
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(ii) pelo auxilio de mediadores, livres em solugdo ou imobilizados
juntamente com a enzima (biossensores de segunda geragdo) e, fi-
nalmente, (iii) pela transferéncia eletronica direta entre a superficie
do eletrodo e o centro ativo da enzima (biossensores de terceira ge-
rag@o)®.

A utilizagdo de SAM no desenvolvimento de biossensores apre-
senta potencialidade para aumentar o desempenho analitico dos trés
diferentes tipos de biossensores. A sensibilidade dos biossensores
de primeira geracdo pode ser muito incrementada, pois este método
de imobilizacdo possui um efeito positivo na densidade, ambiente e
disposi¢do dos elementos biologicamente ativos®. Estas caracterfs-
ticas estdo evidenciadas na Figura 6, que mostra esquematicamente
a imobiliza¢ao de uma biomolécula sobre a superficie de um eletro-
do através dos métodos de adsorcdo, encapsulamento por ligacdo
cruzada e por SAM™,. Este tipo de biossensor tem sido muito empre-
gado na determinacéo de polifendis'’, DNA>>!!! e, principalmente,
de glicose!>!15,

Figura 6. Representagdo esquemdtica dos processos de imobilizagcdo de

biomoléculas por adsorgdo fisica (a), encapsulamento por ligagcdo cruzada
(b) e acoplamento orientado por monocamadas auto-organizadas (c)

Em relag@o aos biossensores de segunda geragdo, monocamadas
contendo grupos eletroativos (mediador) fornecem uma possibilida-
de para estudar a transferéncia eletronica a “longa distancia” via o
contato elétrico entre o elemento biocatalitico, o mediador e a super-
ficie do eletrodo'*''6, conforme é exemplificado na Figura 7, onde o
grupo viologénio foi utilizado como mediador eletronico apds a
funcionalizagdo de um composto tiol'®.
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Figura 7. Representacdo esquemdtica de uma monocamada auto-organizada
de tiois funcionalizados com o grupo viologénio sobre um eletrodo de ouro

Um dos maiores desafios para a obtencdo de biossensores de
segunda gerag¢@o baseados em monocamadas auto-organizadas estd
justamente na obtencdo de uma completa integragdo entre eletrodo,
mediador e enzima. Por essa razdo, vdrias estratégias de imobiliza-
cdo tanto do mediador quanto da enzima sobre a monocamada tém

Quim. Nova

sido desenvolvidas'™!"8. O contato elétrico entre a proteina redox e
o eletrodo pode ser obtido pela ligagdo covalente do mediador a es-
trutura da enzima. Por exemplo, em um eletrodo enzimatico baseado
na enzima glutationa redutase acoplada a uma SAM de um d4cido
carboxilico sobre eletrodo de ouro, o contato elétrico entre a enzima
e o eletrodo foi estabelecido através da liga¢ao covalente do N-metil-
N'-carboxialquil-4,4-bipiridinio a estrutura da enzima''®!". O ele-
trodo resultante eletrocatalisou a redu¢do da glutationa oxidada. Foi
observado que a velocidade de formagdo do produto aumentava a
medida que o tamanho da cadeia ligada aos grupos bipiridinios au-
mentava, sendo este comportamento atribuido a melhora na comuni-
cagio elétrica com o sitio ativo da enzima'.

Uma outra maneira de se estabelecer melhor contato elétrico entre
o centro redox da enzima e a superficie do eletrodo é por meio do
método de reconstitui¢do da enzima. Neste processo, o mediador é
ligado diretamente ao centro redox da enzima, sendo a apoenzima
(enzima sem o centro redox) posteriormente reconstituida sobre a
superficie do eletrodo, de acordo com o esquema mostrado na Figu-
ra 8"18120, Empregando-se este método foi construido um sensor para
glicose'!, 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 entdo reconstituida so-
bre esta superficie, apresentando propriedades bioeletrocataliticas.
Além da alta sensibilidade do biossensor resultante, a alta eficiéncia
do contato elétrico estabelecido apresenta importantes conseqiiénci-
as no desenvolvimento de futuros eletrodos enzimaéticos.

produto
N
Au S/\M apoenzima Au| IS M 5.
substrato

2e
2e

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

A maioria das enzimas redox sdo dependentes de cofatores, tais
como nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) ou fosfato
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADP*). Para aplicacio prti-
ca de um biossensor SAM baseado em uma enzima NAD*(P)-de-
pendente é necessdrio que haja uma total integragdo do mediador,
cofator e a enzima sobre a superficie SAM modificada, permitindo
assim a ativag@o eletroquimica do biocatalisador. Isto é particular-
mente dificil uma vez que os cofatores NAD* e NADP* participam
na transferéncia de elétrons via um processo difusional.

Willner e colaboradores'? desenvolveram um biossensor
amperométrico para dcido mdlico 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 necessaria a adi-
¢do do cofator NAD(P)* a cela eletroquimica.

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 possivel, um derivado do cofator NAD* foi
sintetizado, o N-6-(2 aminoetil)-NAD*, sendo este entdo ligado
covalentemente sobre o mediador PQQ, imobilizado sobre uma
monocamada SAM de cisteamina. A enzima lactato desidrogenase
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(LDH) foi imobilizada sobre o derivado amina do cofator através da
ligacdo com glutaraldeido'*.

Um pré-requisito fundamental para o desenvolvimento de
biossensores de terceira geragdo € o controle do processo de transfe-
réncia de elétrons entre o sistema biocatalitico de reconhecimento e
a superficie dos eletrodos. Esta transferéncia eletronica depende,
dentre varios fatores, da natureza do elemento bioldgico (somente
um grupo reduzido de enzimas e proteinas apresenta esta proprieda-
de) e da distancia e orientagdo do centro de 6xido-redugdo em rela-
¢do a superficie do eletrodo. A imobilizacdo empregando-se SAM
permite um maior controle sobre estas duas dltimas varidveis, facili-
tando a confecc@o deste tipo de sensor® 108124125,

A transferéncia eletronica entre o sitio ativo de um elemento bio-
16gico imobilizado e a superficie de um eletrodo € objeto de inimeros
estudos'?*1212 Marcus e Sutin'* demonstraram que a constante de
velocidade da comunicagdo eletroquimica é governada pela diferenca
de potencial entre os centros redox envolvidos e, também, pela distan-
cia entre o sitio ativo e a superficie do eletrodo. SAMs tém sido larga-
mente utilizadas na confecgido de biossensores baseados na transfe-
réncia direta de elétrons. Principalmente devido a sua homogeneidade,
facilidade de preparacdo e possibilidade de variar tanto o comprimen-
to das cadeias, como os grupos funcionais terminais, permitindo uma
boa versatilidade para imobilizar compostos biocataliticamente ati-
vos 10831132 - Ajnda, as SAMs possuem a habilidade de proteger as
moléculas biocataliticas da desnatura¢do, normalmente observada du-
rante a interacdo com eletrodos ndo modificados™®.

Lotzbeyer e colaboradores'® estudaram o processo de transfe-
réncia eletronica direta entre diferentes biomoléculas e a superficie
de um eletrodo de ouro modificada com monocamadas auto-organi-
zadas, na tentativa de determinar as propriedades de uma “enzima
ideal” para a construgdo de biossensores baseados na transferéncia
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-
iram que (1) a concentracdo superficial de biomoléculas menores
(MP-11, hemina) pode ser significativamente superior que a obser-
vada para biomoléculas maiores (HRP), quando estes biocompostos
sdo imobilizados em uma monocamada sobre a superficie do eletro-
do; (2) a diferenca na velocidade de transferéncia de elétrons entre a
MP-11 ou hemina e o eletrodo demonstra que moléculas menores
permitem uma aproximagdo maior do centro ativo em relacio ao
eletrodo, levando a um incremento na atividade eletrocatalitica; (3)
para enzimas grandes (HRP, citocromo c¢) uma rdpida transferéncia
de elétrons somente pode ser atingida com uma orienta¢do adequada
do sitio ativo em relacdo a superficie do eletrodo. Neste caso, a difu-
s@o do substrato para o sitio ativo pode ser impedida por uma “con-
cha” de proteinas.

Estes resultados abrem a possibilidade para a construg¢do de
sensores amperométricos sem a necessidade de imobilizar a enzima
como um todo, mas somente seu sitio redox de interesse. A
(bio)mimetizag@o de componentes bioldgicos apresenta-se como uma
alternativa atraente na busca de sensores mais sensiveis e robustos.

Com o objetivo de orientar o sitio ativo da enzima de maneira
adequada sobre a superficie do eletrodo, para tornar a transferéncia
direta de elétrons da HRP mais efetiva, Gorton e colaboradores'?
desenvolveram um eletrodo modificado baseado na reconstituicao
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 colaboradores'**!'* também estudaram a transferéncia
de elétrons da enzima celubiose desidrogenase (CDH) sobre SAM.
A CDH ¢é uma enzima que contém dois sitios ativos, um grupo flavina
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(FAD) e um grupo heme (citocromo b). Através da técnica de
voltametria ciclica, foi observado que sobre eletrodos de ouro modi-
ficados com SAM de cisteamina, a parte heme da enzima CDH apre-
sentava uma transferéncia de elétrons direta quasi-reversivel, dife-
rentemente do observado para esta mesma enzima sobre eletrodos
de grafite. Estes resultados mostraram claramente a importancia da
orientagdo da enzima sobre a superficie, uma vez que sobre a super-
ficie de grafite € esperada uma orienta¢do randdmica, enquanto que
sobre o eletrodo de ouro a enzima € capaz de se orientar de maneira
a minimizar a distancia entre o seu sitio ativo e a superficie do eletro-
do facilitando, assim, a transferéncia de elétrons.

CONCLUSOES E TENDENCIAS FUTURAS

O desenvolvimento de eletrodos eletroquimicos possui um grande
interesse na comunidade cientifica, que pode ser comprovado pela
quantidade crescente de publicacdes sobre este tipo de sensor. Tais
dispositivos tém sido empregados na andlise de um vasto niimero de
substancias de interesse clinico, bioldgico, ambiental e industrial.
Entretanto, estes sensores ainda apresentam limitagdes, principal-
mente em relacdo a seletividade e robustez.

Sensores eletroquimicos baseados na modificag@o de suas super-
ficies por monocamadas auto-organizadas sdo muito atrativos, pois
combinam a alta sensibilidade dos métodos eletroquimicos tradicio-
nais com as novas possibilidades de aumento de seletividade e estabi-
lidade promovidas pelas SAMs. Muitas das atuais limitacdes dos
sensores eletroquimicos podem, potencialmente, ser superadas pela
modificagdo/planejamento das superficies em escala molecular, visando
satisfazer as necessidades especificas de cada tipo de sensor eletroqui-
mico, em funcdo de sua aplicagdo. Assim, por exemplo, as monocama-
das podem ser usadas ndo somente para aumentar a sensibilidade e
seletividade de um determinado eletrodo, mas também contribuir para
conferir um ambiente favordvel para a andlise dos compostos alvos,
tornando o sensor menos susceptivel as condi¢cdes das amostras. Tais
manipulacdes da arquitetura molecular na superficie dos eletrodos ofe-
recem novos niveis de reatividade e aplicabilidade, que podem expan-
dir consideravelmente o alcance dos sensores eletroquimicos.

A utilizacdo de materiais auto-organizdveis no desenvolvimento
de sensores e biossensores eletroquimicos ¢ relativamente recente,
contudo tem demonstrado um amplo campo para ser explorado. Tal
como descrito anteriormente, esta técnica pode ser empregada na
confeccao de eletrodos mais seletivos e sensiveis; no estudo da trans-
feréncia eletronica direta entre materiais biocataliticos e eletrodos;
na viabilizacdo do uso de sistemas miméticos que empregam siste-
mas sintéticos com propriedades biocataliticas, além de proporcio-
nar uma melhor compreensdo dos mecanismos de indimeros proces-
sos quimicos e bioldgicos. Devido a diversidade nas potencialidades
de modificagdes (quimicas e bioldgicas) dos eletrodos, varias novas
aplicacoes das SAMs sdo esperadas num futuro préximo. Um exem-
plo bastante promissor € sua aplicacdo no desenvolvimento de
nanotecnologias para a construcdo e modificaciio 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 eletroquimicos capazes que promover a determinacio
simultinea e in situ de uma série de compostos alvos presentes em
vérios tipos de matrizes complexas. Esta possibilidade é de grande
interesse para uma ampla gama de aplicagdes, tais como clinica,
farmacoldgica, alimenticia, industrial e ambiental.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a FAPESP pelo apoio financeiro.



388

Freire et al.

REFERENCIAS

1. Lawrence, N. S.; Beckett, E. L.; Davis, J.; Compton, R.G.; Anal. Biochem.
2002, 303, 1.

2. Svancara, I.; Vytras, K. I.; Barek, J.; Zima, J.; Crit. Rev. Anal. Chem. 2001,
31,311.

3. Budnikov, G. K.; J. Anal. Chem. 2000, 55, 1014.

4. Prodromidis, M. I.; Karayannis, M. L.; Electroanalysis 2002, 14, 241.

5. Wang, J.; Talanta 2002, 56, 223.

6. Rosatto, S. S.; Freire, R. S.; Durdn, N.; Kubota, L. T.; Quim. Nova 2001,
24,717.

7. Suzuki, H.; Electroanalysis 2000, 12, 703.

8. Vo-Dinh, T.; Cullum, B.; Fresenius J. Anal. Chem. 2000, 366, 540.

9. Wang, I.; Electroanalysis 1991, 3, 255.

10. Cox, J. A.; Tess, M. E.; Cummings, T. E.; Rev. Anal. Chem. 1996, 15, 173.

11. Murray, R. W. Em Electroanalytical Chemistry; Bard, A. J., ed.; Marcel
Dekker: New York, 1984, vol. 13.

12. Mandler, D.; Turyan, L.; Electroanalysis, 1996 8, 207.

13. Ferret, S.; Paynter, S.; Russell, D. A.; Sapsford, K. E.; Richardson, D. J.;
Trends Anal. Chem. 2000, 19, 530.

14. Linford, R. G.; Electrochemical Science and Technology of Polymers,
Elsevier: London, 1987.

15. Malinauskas, A.; Synth. Met. 1999, 107, 75.

16. Schuhmann, W.; Mikrochim. Acta. 1995, 121, 1.

17. Gerard, M.; Chaubey, A.; Malhotra, B. D.; Biosens. Bioelectron. 2002, 17,
345.

18. Uoaski, K.; Sato, Y.; Kita, H.; Langmuir 1991, 7, 1510.

19. Ulman, A.; Ultrathin Organic Films, Academic Press, New York, 1991.

20. Wink, T.; van Zuilen, S. J.; Bult, A.; van Bennekon, W. P.; Analyst 1997,
122, 43R.

21. Chaki, N. K.; Vijayamohanan, K.; Biosens. Bioelectron. 2002, 17, 1.

22. Gooding, J. J.; Hibbert, D. B.; Trends Anal. Chem. 1999, 18, 525.

23. Sagiv, J.; Isr. J. Chem. 1979, 18, 3309.

24. Sagiv, J.; J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 92.

25. Maoz, R.; Sagiv, J.; J. Colloid Interface Sci. 1984, 100, 465.

26. Britt, D. W.; Hlady, W.; J. Colloid Interface Sci. 1996, 178, 775.

27. Bunker, B. C.; Carpick, R. W.; Assink, R. A.; Thomas, M. L.; Hankins,
M. G.; Voigt, J. A.; Sipola, D.; de Boer, M. P.; Gulley, G. L.; Langmuir
2000, 76, 7742.

28. Hatton, R. A.; Day, S. R.; Chesters, M. A.; Willis, M. R.; Thin Solid Films
2001, 394, 292.

29. Major, R. C.; Zhu, X. Y.; Langmuir 2001, 17, 5576.

30. Wolpers, M.; Viefhaus, H.; Stratmann, M.; Appl. Surf. Sci. 1990, 45, 167.

31. Zhao, C. X.; Zhang, J.; Liu, Z. E.; Chem. Lett. 1997, 5, 473.

32. Yu, H. Z.; Xia, N.; Zhang, J.; Liu, Z. F.;; J. Electroanal. Chem. 1998, 448,
119.

33. Meucci, S.; Gabrielli, G.; Caminati, G.; Mater. Sci. Eng. C 1999, 8-9, 135.

34. Krysinski, P.; Brzostowska-Smolsa, M.; Mazur, M.; Mater. Sci. Eng. C
1999, 8-9, 551.

35. Fedurco, M.; Coord. Chem. Rev., 2000 209, 263.

36. Protsailo, L. V.; Fawcett, W. R.; Electrochim. Acta 2000, 45, 3497.

37. Haas, A. S.; Pilloud, D. L.; Redil, K. S.; Babcock, G. T.; Moser, C. C.;
Blasie, J. K.; Dutton, P. L.; J. Phys. Chem. B 2001, 105, 11351.

38. Gilardi, G.; Fantuzzi, A.; Trends Biotechnol. 2001, 19, 468.

39. Compton, D. L.; Laszlo, J. A.; J. Electroanal. Chem. 2002, 520, 71.

40. Duan, C. M.; Meyerhoff, M. E.; Mikrochim. Acta 1995, 117, 195.

41. Disley, D. M.; Cullen, D. C.; You, H. X.; Lowe, C. R.; Biosens. Biolectron.
1998, 13, 1213.

42. Smith, A. M.; Ducey, M. W.; Meyerhoff, M. E.; Biosens. Bioelectron. 2000,
15, 183.

43. Liu, Y. C.; Wang, C. M.; Hsiung, K. P., Anal. Biochem. 2001, 299, 130.

44. Kinnear, K. T.; Mounbouquette, H. G.; Biosens. Chem. Sens. Technol. 1995,
613, 82.

45. Gerlache, M.; Senturk, Z.; Quarin, G.; Kauffmann, J. M.; J. Solid State
Electrochem. 1997, 1, 155.

46. Yang, Z. P.; Kauffmann, J. M.; Valenzuela, M. I. A.; Osan, S.; Mikrochim.
Acta 1999, 131, 85.

47. Alexander, P. W.; Rechnitz, G. A.; Electroanalysis 2000, 12, 343.

48. Cobi, K. V.; Ohsaka, T.; J. Electroanal. Chem. 2000, 485, 61.

49. Cobi, K. V.; Sato, Y.; Mizutani, F., Electroanalysis 2001, 13, 397.

50. Kim, J. M.; Park, J. Y.; Song, S. H.; Lee, B. J.; Muramatsu, H.; Chang, S.
M.; Sens. Actuators, B 2001, 76, 74.

51. Turyan, L; Atiya, M.; Mandler, D.; Electroanalysis 2001, 13, 653.

52. Xu, D. K.; Huang, K.; Liu, Z. H.; Li, Y. Q. Ma, L. R.; Electroanalysis 2001,
13, 882.

53. Radford, P. T.; Creager, S. E.; Anal. Chim. Acta. 2001, 449, 199.

54. Ulman, A.; Chem. Rev. 1996, 96, 1533.

55.
56.

61.
62.
63.
64.

65.
66.

67.
68.
69.
70.
71.

72.
73.

74.

75.

76.
71.

78.

93.

94.

95.
96.

98.

99.
100
101.
102

103.
104.
105.
106.

107.
108

Quim. Nova

Primer, K.L.; Whitesides, G.M.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 115, 2225.
Rubinstein, I.; Steingberg, S.; Tor, Y.; Shanzer, A.; Sagiv, Y.; Nature 1988,
332, 426.

. Rojas, M. T.; Kaifer, A. E.; J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 5883.

. Clark, R. A.; Bowden, E. F.; Langmuir, 1997 13, 559.

. Giz, M. J.; Duong, B.; Tao, N. J.; J. Electroanal. Chem. 1999, 465, 72.

. Steinberg, S.; Tor, Y.; Sabatani, E.; Rubinstein, L.; J. Am. Chem. Soc. 1991,

113, 5176.

Steinberg, S.; Rubinstein, I.; Langmuir 1992, 8, 1183.

Turyan, I.; Mandler, D.; Anal. Chem. 1994, 66, 58.

Shen, H.; Mark, J. E.; Seliskar, C. J.; Mark, H. B.; Heineman, W. R.; J.
Solid State Electrochem. 1997, 1, 241.

Nagaoka, T.; Chen, Z. D.; Okuno, H.; Nakayama, M.; Ogura, K.; Anal.
Sci. 1999, 15, 857.

Turyan, I.; Mandler, D.; Anal. Chem. 1997, 69, 894.

Sun, L.; Johnson, B.; Wade, T.; Crooks, R. M.; J. Phys. Chem. 1990, 94,
8869.

Jones, T. A.; Perez, G. P.; Johnson, B. J.; Crooks, R. M.; Langmuir 1995,
11, 1318.

Cheng, Q.; Brajter-Toth, A.; Anal. Chem. 1992, 64, 1998.

Cheng, Q.; Brajter-Toth, A.; Anal. Chem. 1995, 67, 2767.

Cheng, Q.; Brajter-Toth, A.; Anal. Chem. 1996, 68, 4180.

Hickman, J. J.; Ofer, D.; Laibinis, P. E.; Whitesides, G. M.; Wrighton, M.
S.; Science 1991, 252, 688.

Lahav, M.; Katz, E.; Willner, L.; Electroanalysis 1998, 10, 1159.

Beulen, M. W. J.; van Veggel, F. C. J. M.; Reinhoudt, D. N.; Chem.
Commum. 1999, 6, 503.

Flink, S.; Boukamp, B. A.; van den Berg, A.; van Veggel, F. C. J. M,;
Reinhoudt, D. N.; J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 4652.

Flink, S.; van Veggel, F. C. J. M.; Reinhoudt, D. N.; J. Phys. Chem. B 1999,
103, 6515.

Arrigan, D. W. M.; Bihan, L. L.; Analyst 1999, 124, 1645.

Liu, A. C.; Chen, D. C.; Lin, C. C.; Chou, H.; Chen, C. H.; Anal. Chem.
1999, 71, 1549.

Yang, W.; Gooding, J. J.; Hibbert, D. B; J. Electroanal. Chem. 2001, 516,
10.

. Yang, W.; Gooding, J. J.; Hibbert, D. B.; Analyst 2001, 126, 1573.

. Malem, E.; Mandler, D.; Anal. Chem. 1993, 65, 37.

. Raj, C. R.; Ohsaka, T.; J. Electroanal. Chem. 2001, 496, 44.

. Wang, J.; Wu, H.; Angnes, L.; Anal. Chem. 1993, 65, 189.

. Rojas, M. T.; Koniger, R.; Stoddart, J. F.; Kaifer, A. E.; J. Am. Chem. Soc.

1995, 117, 336.

. Lu, J.Y.; Park, S. M.; J. Phys. Chem. B 1998, 102, 9940.
. Choi, S. J.; Choi, B. G.; Park, S. M.; Anal. Chem. 2002, 74, 1998.
. Sugawara, M.; Hirano, A.; Buhlmann, P., Umezawa, Y.; Bull. Chem. Soc.

Jpn. 2002, 75, 187.

. Suzuki, I.; Murakami, K.; Anzai, J.; Mater. Sci. Eng. C 2001, 17, 143.
. Lee, J. Y.; Park, S. M.; J. Phys. Chem. B 1998, 102, 9940.
. Stine, K. J.; Andrauskas, D. M.; Khan, A. R.; Forgo, P.; D’Souza, V. T.; J.

Electroanal. Chem. 1999, 465, 209.

. Maeda, Y.; Fukuda, T.; Yamamoto, H.; Kitano, H.; Langmuir 1997, 13,

4187.

. Fukuda, T.; Maeda, Y.; Kitano, H.; Langmuir 1999, 15, 1887.
. Gadzekpo, V. P. Y.; Biihlmann, P.; Xiao, K.P.; Aoki, H.; Umezawa, Y.; Anal.

Chim. Acta 2000, 41, 163.

Gadzekpo, V. P.Y.; Xiao, K. P.;; Aoki, H.; Biihimann, P.; Umezawa, Y.; Anal.
Chem. 1999, 71, 5109.

Marko-Varga, G.; Emneus, J.; Gorton, L.; Ruzgas, T.; Trends Anal. Chem.
1995, 14, 319.

Gilmartin, M. A. T.; Hart, J. P.; Analyst 1995, 120, 1029.

Wang, J.; Anal. Chem. 1993, 65, 450R.

. Karube, I.; Nomura, Y.; Arikawa, Y.; Trends Anal. Chem. 1995, 14, 295.

Wang, J.; Lu, J.; Ly, S. Y.; Tian, B.; Adeniyi, W. K.; Armendariz, R. A.;
Anal. Chem. 2000, 72, 2659.
Yabuki, S.; Mizutani, F.; Asai, M.; Biosens. Bioelectron. 1991, 6, 311.

. Freire, R. S.; Duran, N.; Kubota, L. T.; Talanta 2001, 54, 681.

Cosnier, S.; Biosens. Bioeletron. 1999, 14, 443.

. Kroger, D.; Liley, M.; Schiweck, W.; Skerra, A.; Vogel, H.; Biosens.

Bioelectron. 1999, 14, 1555.

Ramsden, J. J.; Biosens. Bioelectron. 1998, 13, 593.

Muskal, N.; Turyan, I.; Mandler, D.; J. Electroanal. Chem. 1996, 409, 131.
Dong, S.; Li, J.; Bioelectrochem. Bioenerg. 1997, 42, 7.

Diao, P; Jiang, D.; Cui, X.; Gu, D.; Tong, R.; Zhong, B.; J. Electroanal.
Chem. 1999, 464, 61.

Zhang, X.; Shen, J. C.; Adv. Mater. 1999, 11, 1139.

. Lotzbeyer, T.; Schuhmann, W.; Hanns-Ludwig, S.; Bioelectrochem.

Bioenerg. 1997, 42, 1.



Vol. 26, No. 3

109. Creager, S. E.; Olsen, K. G.; Anal. Chim. Acta. 1995, 307, 277.

110. Imabayashi, S.; Kong, Y. T.; Watanabe, M.; Electroanalysis 2001, 13, 408.

111. Sun, X. Y.; He, P. G.; Liu, S. H.; Ye, J. N.; Fang, Y. Z.; Talanta 1998, 47,
487.

112. Losic, D.; Gooding, J. J.; Shapter, J. G.; Hibbert, D. B.; Short, K.;
Electroanalysis 2001, 13, 1385.

113. Gooding, J. J.; Situmorang, M.; Erokin, P.; Hibbert, D. B.; Anal. Commun.
1999, 36, 225.

114. Gooding, J. J.; Hall, E. A. H.; Hibbert, D. B.; Electroanalysis 1998, 10,
1130.

115. Karalemas, 1. D.; Papastathopoulos, D. S.; Anal. Lett. 1998, 31, 913.

116. Katz, E.; Heleg-Shabtai, V.; Willner, B.; Willner, I.; Buckmann, A. F.;
Bioelectrochem. Bioenerg. 1997, 42, 95.

117. Willner, 1.; Katz, E.; Willner, B.; Electroanalysis 1997, 9, 965.

118. Katz, E.; Riklin, A.; Hleg-Shabtai, V.; Willner, I.; Buckmann A. E.; Anal.
Chim. Acta 1999, 385, 45.

119. Willner, I.; Lapidot, N.; Riklin, A.; Kasher, R.; Zahavy, E.; Katz, E.; J. Am.
Chem. Soc. 1994, 116, 1428.

120. Riklin, A.; Katz, E.; Willner, 1.; Stocker, A.; Biickmann, A. F.; Nature 1995,
376, 672.

121. Willner, I.; Heleg-Shabtai, V.; Blonder, R.; Katz, E.; Tao, G.; Biickmann,
A. F,; Heller, A.; J. Am. Chem. Soc. 1996,118, 10321.

122. Willner, I.; Riklin, A.; Anal. Chem. 1994, 66, 1535.

Emprego de Monocamadas Auto-Organizadas

123.
124.
125.

126.
127.

128.
129.

130.
. Katz, E.; Schmidt, H.L.; J. Electroanal. Chem. 1994, 368, 87.
132.

131

133.

134.

135.

389

Bardea, A.; Katz, E.; Buckmann, A. F.; Willner, 1.; J. Am. Chem. Soc. 1997,
119,9114.

Ferapontova, E. E.; Grigorenko, V. G.; Egorov, A. M.; Borchers, T.; Ruzgas,
T.; Gorton, L.; J. Electroanal. Chem. 2001, 509, 19.

Habermuller, K.; Mosbach, M.; Schuhmann, W.; Fresenius J. Anal. Chem.
2000, 366, 560.

Ghindilis, A.; Atanasov, P.; Wilkins, E.; Electroanalysis 1997, 9, 661.
Lindgren, A.; Gorton, L.; Ruzgas, T.; Baminger, U.; Haltrich, D.; Schulein,
M.; J Electroanal. Chem. 2001, 496, 76.

Liu, H.; Ying, T.; Sun, K.; Li, H.; Qi, D.; Anal. Chim. Acta 1997, 344, 187.
Okawa, Y.; Nagano, M.; Hirota, S.; Kobayashi, H.; Ohno, T.; Watanabe,
M.; Biosens. Bioelectron. 1999, 14, 229.

Marcus, R. A.; Sutin, N.; Biochim. Biophys. Acta 1985, 811, 265.

Edinger, K.; Golzhauser, A.; Demota, K.; Woll, C.; Grunze, M.; Langmuir
1993, 9, 4.

Zimmerman, H.; Lindgren, A.; Schuhmann, W.; Gorton, L.; Chem. Eur. J.
2000, 6, 592.

Lindgren, A.; Larsson, T.; Ruzgas, T.; Gorton, L.; J. Electroanal. Chem.
2000, 494, 105.

Lindgren, A.; Gorton, L.; Ruzgas, T.; Baminger, U.; Haltrich, D.; Schulein,
M.; J. Electroanal. Chem. 2001, 496, 76.



