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RESUMO 
 
 

Os pesticidas estão entre os poluentes mais preocupantes, devido à 
toxicidade e presença significativa no ambiente. A sua toxicidade é baseada na 
capacidade de inibir irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase (AChE) que é 
chave na transmissão de impulsos nervosos. Este trabalho descreve o 
desenvolvimento de sensor contendo hexapeptídeo, bioinspirado em enzima 
acetilcolinesterase, para detecção de pesticidas organofosforados e carbamatos. A 
sequência peptídica (NH3

+ - His – Glu – Trp – Arg – Pro – Ser – COO-) foi imobilizada 
sobre nanopartículas magnéticas (Fe3O4) previamente sintetizadas, modificadas 
com quitosana e posteriormente funcionalizadas com 1,12-diaminododecano. As 
condições experimentais de imobilização do peptídeo foram otimizadas, sendo 
estas: concentração 5,0 x 10-5 mol L-1 e tempo de incubação de 30 minutos a 25 ºC. 
O grupo carboxílico presente na sequência peptídica foi ativado com o uso de 
agentes de acoplamento 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-
hidróxisuccinimida (NHS). A razão de concentração otimizada de EDC/NHS foi de 
18,6/12,5 mmol L-1, respectivamente, e tempo de ativação de 60 minutos. O sinal 
eletroquímico do peptídeo foi monitorado pelo pico de oxidação da histidina, cujo 
valor é diminuído ao interagir com o pesticida. O perclorato de sódio (NaClO4) 0,1 
mol L-1 pH 7,5 foi selecionado como eletrólito suporte. Os parâmetros da voltametria 
de onda quadrada foram otimizados (frequência de 100 Hz, amplitude de 90 mV e 
incremento de varredura de 6 mV) utilizando uma matriz de planejamento fatorial. O 
tempo de pré-concentração do peptídeo com o pesticida foi fixado em 5 minutos. O 
sensor apresentou resposta linear nas faixas de concentração estudadas, com 
limites de detecção de 6,0 x 10-11 mol L-1 e 4,0 x 10-10 mol L-1 para carbofurano e 
clorpirifós, respectivamente. O armazenamento na geladeira a ±4 °C possibilitou 
85% de estabilidade do peptídeo imobilizado após um período de 60 dias. O método 
desenvolvido foi aplicado em amostras reais de batata e tomate, sendo obtido um 
percentual de recuperação no intervalo de 95 a 100%. O método cromatográfico de 
análise (HPLC/UV) apresentou intervalo linear de 1,0 x 10-6 a 5,0 x 10-5 mol L-1 para 
carbofurano e de 5,0 x 10-6 a 5,0 x 10-5 mol L-1 para clorpirifós, com recuperação de 
95 a 105%. O sensor bioinspirado, permitiu o desenvolvimento de metodologia 
analítica alternativa para detecção de pesticida, mostrando-se promissor e com 
viabilidade de substituição de métodos cromatográficos utilizados para determinação 
de pesticidas em amostras de alimentos. 

 
 

Palavras-chave: pesticidas, sensor bioinspirado, acetilcolinesterase, eletroanalítica, 
nanopartículas magnéticas.   

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Pesticides are among the most worrying pollutants due to toxicity and 
significant presence in the environment. Its toxicity is based on the ability to 
irreversibly inhibit the enzyme acetylcholinesterase (AChE) which is key in the 
transmission of nerve impulses. This work describes the development of a sensor 
containing hexapeptide, bioinspiring enzyme acetylcholinesterase, for the detection 
of organophosphorus pesticides and carbamates. The peptide sequence (NH3

+ - His 
- Glu - Trp - Arg - Pro - Ser - COO-) was immobilized on previously synthesized 
magnetic nanoparticles (Fe3O4), modified with chitosan and subsequently 
functionalized with 1,12 - diaminododecane. The experimental conditions of 
immobilization of the peptide were optimized, being: 5,0 x 10-5 mol L-1 concentration 
and incubation time of 30 minutes at 25 ºC. The carboxyl group present in the peptide 
sequence was activated with the use of 1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) coupling agents. The optimum 
concentration ratio of EDC / NHS was 18.6 / 12.5 mmol L-1, respectively, and 
activation time of 60 minutes. The electrochemical signal of the peptide was 
monitored by the histidine oxidation peak, whose value is decreased when interacting 
with the pesticide. Sodium perchlorate (NaClO4) 0.1 mol L-1 pH 7.5 was selected as 
supporting electrolyte. The parameters of the square wave voltammetry were 
optimized (frequency of 100 Hz, amplitude of 90 mV and increment of sweep of 6  mV) 
using a matrix of factorial planning. The preconcentration time of the peptide with the 
pesticide was fixed in 5 minutes. The sensor presented linear response in the studied 
concentration ranges, with detection limits of 6.0 x 10-11 mol L-1 and 
4.0 x 10- 10 mol L- 1 for carbofuran and chlorpyrifos, respectively. The storage in the 

refrigerator at ± 4 °C allowed 85% stability of the immobilized peptide after a period 
of 60 days. The developed method was applied in real samples of potato and tomato, 
obtaining a percentage of recovery in the range of 95 to 100%. The chromatographic 
(HPLC/UV) analysis showed a linear range of 1.0 x 10-6 to 5.0 x 10-5 mol L-1 for 
carbofuran and 5.0 x 10-6 to 5.0 x 10-5 mol L-1 for chlorpyrifos, with recovery of 95 to 
105%. The bio-inspired sensor allowed the development of an alternative analytical 
methodology for pesticide detection, showing promise and feasibility of replacement 
of chromatographic methods used to determine pesticides in food samples. 
 
 
Keywords: pesticides, bioinspired sensor, acetylcholinesterase, electroanalytical, 
magnetic nanoparticles 
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23 INTRODUÇÃO 

1 INTRODUÇÃO  

 

A agricultura, nos últimos anos, em virtude da crescente demanda por 

alimentos, induziu uma busca por meios de produção mais eficientes. Com o intuito 

de melhorar e aumentar sua produtividade, passou a utilizar métodos artificiais, como 

os fertilizantes e pesticidas químicos, manipulação genética, irrigação e hormônios 

para acelerar o crescimento de animais e vegetais. Dentre esses métodos artificiais, 

o uso de pesticidas é a estratégia de gerenciamento de pragas e pestes (animais, 

insetos, fungos ou mesmo plantas), mais amplamente adotada para garantir o 

abastecimento de alimentos em todo o mundo (1–3). 

Essas pragas são intensamente combatidas com os chamados “defensivos 

agrícolas”, também conhecidos como agrotóxicos ou pesticidas. Segundo Sousa et 

al.(4) os pesticidas ajudam a aumentar a produção e a qualidade de frutas e vegetais, 

controlando a propagação de pragas durante o crescimento. Entretanto, estes 

defensivos constituem uma das fontes de contaminação ambiental, o que pode 

acarretar em sérios riscos para a saúde humana, podendo causar alterações nos 

ecossistemas com consequências prejudiciais para o ambiente e a agricultura, 

devido ao surgimento de organismos mais resistentes e de novas doenças em 

decorrência do aumento da necessidade do uso de mais agrotóxicos (5,6). 

Os agrotóxicos são classificados como pesticidas, herbicidas, inseticidas, 

fungicidas, acaricidas, entre outros. Os pesticidas são substâncias químicas naturais 

ou sintéticas, destinadas a exterminar, controlar ou combater de algum modo pragas, 

ou seja, tudo aquilo que ataca, lesa ou transmite enfermidade às plantas, aos animais 

e ao homem (7,8). Segundo a União Internacional de Química Pura e Aplicada 

(IUPAC) (9), pesticidas são substâncias ou mistura de substâncias utilizadas na 

produção, colheita ou no armazenamento de alimentos. São bioativos e capazes de 

prevenir, destruir ou combater espécies indesejáveis, as quais, de alguma maneira, 

podem interferir na produção, no processamento, armazenamento, transporte e 

estocagem de alimentos e produtos agrícolas em geral. Esta definição também 

compreende substâncias utilizadas no combate a insetos domésticos ou quaisquer 

agentes preventivos à ação de vetores de doenças que possam ser transmitidas ao 

homem ou animais domésticos como, por exemplo: febre amarela, doença de 

Chagas, malária, dengue, entre outras (10,11). Por essa razão, os países em 
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desenvolvimento são os maiores responsáveis pelo consumo de pesticidas do 

mercado mundial, entre os quais o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking mundial 

de consumo de agrotóxicos. Enquanto nos últimos 10 anos o mercado mundial em 

relação a esse setor cresceu 93%, no Brasil, esse crescimento foi de 190% (12,13)  

Inicialmente, os pesticidas organoclorados (como o benzeno hexaclorado, 

BHC, por exemplo) foram extensivamente utilizados, contudo, esses compostos são 

altamente tóxicos, além disso, são muito persistentes no meio ambiente, o que gerou 

bioacumulação de seus derivados em solos, mananciais e lençóis freáticos. Desse 

modo, os compostos hexaclorados foram proibidos e substituídos por outras classes 

de pesticidas, tais como organofosforados, carbamatos e piretróides (14,15). 

Os organofosforados e carbamatos foram introduzidos mundialmente na 

década de 1950, como substituintes dos compostos organoclorados. Apesar de 

serem, de modo geral, mais tóxicos que os organoclorados, os organofosforados e 

carbamatos são extensamente usados na agricultura por causa de sua atividade 

inseticida e por apresentarem persistência relativamente baixa. Esses compostos 

podem ser degradados pela ação da luz, pelo O
2 

do ar ou por reação com a água 

(16). 

Os pesticidas da classe dos organofosforados são compostos orgânicos 

derivados do ácido fosfórico, do ácido tiofosfórico ou do ácido ditiofosfórico; 

compreendem um grande número de compostos que variam largamente em 

polaridade e massa molar. Dentre os compostos mais tóxicos dessa classe estão o 

grupo dos nitrofosforados, tendo como maior representante o Paration e seus 

derivados como Metil Paration e Fenitrotion (17). Estes compostos apresentam 

toxicidade aguda para os insetos, bem como para o homem e demais mamíferos 

(18). 

Os efeitos tóxicos dos compostos organofosforados e dos seus produtos de 

biodegradação estão diretamente relacionados aos processos de inibição da enzima 

acetilcolinesterase (AChE) por esses compostos. Dessa forma a enzima perde sua 

atividade, deixando de atuar na hidrólise da acetilcolina, que é um neurotransmissor 

responsável pela transmissão de impulsos neuro-musculares. Como consequência, 

a intoxicação pode causar tremores, convulsões e até a morte, dependendo do grau 

de intoxicação (19). A Figura 1 mostra o esquema geral de inibição da AChE por 

pesticidas da classe dos organofosforado. 
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Figura 1: Mecanismo clássico de inibição da acetilcolinesterase por pesticidas organofosforado. 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Santos et al (20)  

 

Por outro lado, já existem substâncias com a finalidade de reverter a inibição 

da AChE por organofosforados. A pralidoxima pertence à família de compostos 

chamados de oximas, é muito utilizada em combate como antídoto para 

envenenamento por organofosforado ou inibidores da acetilcolinesterase (21–23). A 

pralidoxima reativa a AChE ao remover o grupo fosforil ligado ao grupo éster da 

proteína. Na verdade, acredita-se que o grupo hidroxila da oxima realiza um ataque 

nucleofílico sobre o resíduo de serina fosforilada, ou seja, a quebra da ligação 

fósforo-serina libera a molécula de oxima fosforilada, que após a dissociação 

regenera a enzima AChE na sua forma ativa (24,25). Nesta reação tanto os 

organofosforados como a pralidoxima são mutuamente inativados e submetidos a 

um rápido metabolismo, o que leva à remoção dos organofosforados. A Figura 2 

mostra o mecanismo de ação da pralidoxima- desfosforilação da serina no sitio ativo 

da enzima. 
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Figura 2: Mecanismo de ação da pralidoxima na reativação da AChE. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Gonsalves et al. (24) 

 

Os compostos da classe dos carbamatos são derivados do ácido carbâmico 

e estão intimamente relacionados com os inseticidas organofosforados, quanto a 

ação biológica (inibem a colinesterase) e não são persistentes no meio ambiente. Os 

carbamatos são frequentemente utilizados no controle de insetos que, por alguma 

razão, são resistentes a compostos organofosforados. Dentre os diferentes tipos 

carbamatos, o grupo dos N-metilcarbamatos formam uma importante família de 

inseticidas, os quais, devido ao amplo espectro de atividade biológica são 

largamente aplicados no tratamento de sementes, solo e lavouras (26). O 

carbofurano e carbaril são dois N-metilcarbamatos amplamente utilizados em 

residências e agricultura (27).  

Apesar do baixo potencial de bioacumulação (28) os carbamatos causam, 

além da inibição reversível da AChE, outros efeitos bioquímicos e farmacológicos, 

incluindo o decréscimo da atividade metabólica do fígado, alterações dos níveis de 

serotonina no sangue e um decréscimo da atividade da glândula tireóide (29,30).  

Os organofosforados e carbamatos são atualmente os produtos mais usados 

na agricultura para uma diversidade de culturas. O uso indiscriminado destes 

compostos, torna necessário o desenvolvimento de metodologias para a 

quantificação e controle, de modo a minimizar os impactos ao meio ambiente e à 

saúde pública.  
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 Pesticidas utilizados neste trabalho 

 

Para o desenvolvimento do trabalho foram escolhidos os pesticidas 

carbofurano e clorpirifós devido sua aplicação em uma variedade de culturas, por 

serem extremamente tóxicos e apresentarem riscos à saúde humana e ao meio 

ambiente  

 

 Carbofurano  
 

O carbofurano é quimicamente conhecido como (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-

benzofuranil-N-metil carbamato) é utilizado como inseticida, acaricida e nematicida. 

Sua fórmula estrutural está apresentada na Figura 3. Este pesticida é utilizado em 

diversas culturas como: algodão, amendoim, arroz, milho, trigo, feijão, banana, 

batata, café, cana-de-açúcar, cenoura, repolho e tomate, é um agrotóxico sistêmico, 

cuja absorção pelas plantas ocorre através das raízes e o distribui para todas as 

partes do vegetal. Instável em meio alcalino e estável em meio ácido, sua presença 

em alimentos tem recebido atenção mundial devido à sua solubilidade em água de 

0,7 mg L-1 a 25 °C (31,32). 

 

Figura 3: Fórmula estrutural do pesticida carbofurano. 

 

 

 

Fonte: autoria própria. 

 

De acordo com a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilância Sanitária) é um 

pesticida extremamente tóxico (classificação toxicológica I). A elevada toxidade do 

carbofurano é bem conhecida, sendo reportado danos ao meio ambiente e a saúde 

humana, devido à sua capacidade embriotóxica, mutagênica e teratogênica (33). O 
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carbofurano apresenta curta persistência no ambiente, ou seja, possui meia-vida no 

solo de 30 a 60 dias e pequeno deslocamento em regiões adjacentes. Seu uso tem 

aumentado nos últimos anos, porque é um dos poucos inseticidas eficazes contra os 

pulgões de soja (32,34). 

 

 Clorpirifós  
 

O pesticida clorpirifós é um dos principais pesticida organofosforados 

comercializados e atua como inseticida e acaricida. Conhecido como: O,O-dietil-O-

3,5,6-tricloro-2-piridinil fosforotioato, é utilizado para diversas finalidades, como o 

controle de pragas de uma variedade de culturas alimentares e plantas ornamentais 

(35). A Figura 4 apresenta a fórmula estrutural do pesticida clorpirifós. Como um 

organofosforado, pode ser absorvido pelo organismo humano via pele, trato 

gastrointestinal, por vias respiratórias e membranas da mucosa (36). Já nos insetos 

age por contato, ingestão e fumigação (37). 

 

Figura 4: Fórmula estrutural do pesticida clorpirifós. 

 

 

 

Fonte: autoria própria. 

 

Segundo a ANVISA é um pesticida moderadamente perigoso (classificação 

toxicológica II), com baixa solubilidade em água e alta taxa de absorção em solos. O 

clorpirifós é usado para aplicação foliar nas culturas de algodão, batata, café, 

cevada, citros, feijão, maçã, milho, pastagem, soja, sorgo, tomate e trigo, aplicação 

localizada na cultura da banana para proteção do cacho e aplicação no solo nas 

culturas de batata e milho (38).  

A maioria das metodologias analíticas desenvolvidas para a determinação de 

resíduos de pesticida é baseada em técnicas cromatográficas (39–46), cuja 
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sensibilidade é bastante elevada. Dependendo do tipo de substância a ser utilizada 

e o detector empregado, se pode obter concentrações que variam de µg a ng L-1. No 

entanto, na maioria das vezes é necessária a realização de algumas etapas de 

preparação e pré-tratamento para remoção de interferentes da amostra. Esta etapa 

geralmente é longa e complexa, o que faz aumentar o tempo e o custo das análises, 

além do impacto ambiental devido ao uso de solventes (47). 

Como alternativa, métodos de detecção com base no monitoramento de sinal 

eletroanalítico dos pesticidas têm sido empregados com resultados promissores (48–

50). Os sensores eletroanalíticos demonstram ser uma alternativa viável na análise 

devido à rápida detecção, sensibilidade, alta especificidade e por apresentar muitas 

vezes simplicidade no desenvolvimento e custo reduzido (51). Porém, nem todos os 

pesticidas apresentam caráter eletroativo sob efeito de moderados valores de 

potencial elétrico, o que dificulta a análise direta dos mesmos eletroquimicamente. 

Assim, uma nova classe de eletrodos modificados tem se destacado nas últimas 

décadas, os denominados biossensores, que são dispositivos modificados com 

material biológico, nos quais o componente sensor passa responder a partir de uma 

reação biológica específica. Aliam-se a sensibilidade analítica com a seletividade 

biológica (52,53).  

A Enzima Acetilcolinesterase (AChE) 

As enzimas são proteínas especializadas na catálise de reações biológicas e 

estão entre as biomoléculas mais notáveis devido a sua alta especificidade e poder 

catalítico (54). Dentre essas biomoléculas, a enzima acetilcolinesterase (AChE) é 

responsável por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) no sistema nervoso 

central, controlando impulsos e transmissão de estímulos nervosos (55).  

Na fenda sináptica a AChE é responsável por degradar a ACh, uma molécula 

simples que possui um grupo éster e uma amina quaternária. No neurônio pré-

sináptico, a ACh é sintetizada a partir da colina e acetilcoenzima A (Acetil-CoA), sob 

catálise da colina acetiltransferase. Após sua formação (ACh), é armazenada em 

vesículas, onde fica depositada até que haja um estímulo que resulte em sua 

liberação na fenda sináptica. A partir desse ponto, a ACh se liga no receptor pós-

sináptico propagando a informação. Após transmitir a mensagem, a molécula de ACh 

se desliga do receptor pós-sináptico e volta à fenda sináptica, onde ela sofre hidrólise 



 

 

 

30 INTRODUÇÃO 

catalisada pela AChE, dando origem a ácido acético e a colina (56). A Figura 5 

mostra a reação de síntese e hidrólise da ACh. 

 

Figura 5: Em (A) síntese e (B) hidrólise da acetilcolina. 

 

 

 

 

 

Fonte: Araújo et al.(57) 

 

A AChE possui uma alta eficiência catalítica, com capacidade de hidrolisar até 

6 x 105 moléculas de ACh por molécula de enzima, por minuto (58). O sítio ativo da 

AChE é constituído, entre outros, por três resíduos principais de aminoácidos, os 

quais estão envolvidos diretamente no processo de hidrólise da ACh, que são: a 

serina (Ser200), a histidina (His440) e o ácido glutâmico (Glu327) (59). É composto 

também por dois subsítios, sendo um esterásico e outro de ligação de colina, que se 

ligam, respectivamente, ao grupo carbonílico e o amônio quaternário da ACh. O 

segundo sítio de ligação de colina, é chamado de periférico, por estar distante do 

sítio ativo (60). Neste último citado, existe uma região aniônica, que serve para 

interagir com a parte catiônica da ACh e que orienta este substrato para a posição 

necessária para sofrer o processo de hidrólise (61). Além do sítio “aniônico” 

catalítico, existe um segundo sítio aniônico, conhecido como sítio “aniônico” 

periférico. Este sítio, identificado com base na ligação de compostos bis-

quaternários, pode estar envolvido na ação de inibidores da enzima ou na inibição 

por excesso de substrato (58,62). 

As propriedades bioquímicas únicas e a significância fisiológica da AChE 

fazem dela um alvo interessante para detalhada análise da função estrutural. As 



 

 

 

31 INTRODUÇÃO 

sequências codificadas da AChE foram clonadas de uma variedade de espécies que 

incluem insetos, nematóides, peixes, répteis, aves e vários mamíferos, entre eles o 

homem. A Figura 6 apresenta o primeiro modelo cristalográfico da AChE de Torpedo 

califórnica, a qual permitiu a visualização, pela primeira vez à uma resolução 

atômica, de uma cavidade de ligação para a acetilcolina (63).  

 

Figura 6: Estrutura tridimensional da AChE obtida de Torpedo californica. A estrutura é apresentada 

como um diagrama de fita, com N-terminal no canto inferior esquerdo, e C-terminal no canto superior 

direito. A entrada do sitio ativo está no topo, com superfície. 

 

 

 

Fonte: Silman e Sussman, (58) 

 

A inibição da AChE causa um acúmulo de acetilcolina na fenda sináptica, 

levando a uma hiperestimulação colinérgica. Os sintomas provenientes dessa 

intoxicação vão desde enjoos, náuseas ou fraqueza, considerados leves, até 

sintomas mais graves como cianose, convulsão, paralisia ou coma (64). Os efeitos 

tóxicos dos compostos organofosforados e/ou carbamatos e seus produtos de 

biodegradação estão diretamente relacionados aos processos de inibição da enzima 

AChE.  

O monitoramento do substrato enzimático pode ser feito por catálise ou por 

inibição, e neste último o sinal eletroanalítico monitorado tem por base a diminuição 

da corrente elétrica do sistema devido a ação de algum agente inibidor sobre a 
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atividade catalítica da enzima. Entre estes, os mais citados na literatura são os 

biossensores de colinesterases, que fazem uso de enzima AChE imobilizadas sobre 

substratos eletródicos diversos. Consequentemente, os biossensores a base de 

AChE tem sido extensivamente empregados para detecção e quantificação de 

pesticidas (65–67). Estes biossensores fazem uso do princípio da ligação entre os 

pesticidas e o sítio catalítico da enzima, o que diminui a taxa de formação de produto, 

consequentemente, diminui o sinal monitorado.  

Essa diminuição de sinal de corrente é proporcional à concentração do 

pesticida inibidor. Contudo, um dos maiores entraves ao emprego dos biossensores 

enzimáticos é baixa estabilidade enzimática para uso contínuo, principalmente no 

que diz respeito à variação das condições físico-químicas do meio reacional, mas 

que pode ser contornada usando as condições adequadas de pH, temperatura e 

força iônica que garantam a manutenção da atividade enzimática. Outra 

desvantagem é o fato delas serem caras e, algumas reações enzimáticas, 

requererem co-fatores que, se não forem facilmente regenerados, encarecem mais 

ainda o uso dos biossensores enzimáticos (68,69), o que tem estimulado vários 

grupos de pesquisa a explorarem os sistemas bioinspirados. 

 

 Sensores bioinspirados  

 

Os biossensores são dispositivos analíticos que utilizam reações biológicas 

para detecção de analito de interesse presente em uma amostra. Tais dispositivos 

combinam um componente de reconhecimento biológico que interage com um 

substrato alvo, a um transdutor físico-químico, o qual deve ser capaz de transformar 

a resposta biológica em um sinal elétrico mensurável (70–73). Quando o componente 

biológico é substituído por uma molécula sintética que apresente características de 

mimetizar estruturalmente ou funcionalmente um biorreceptor, o dispositivo 

desenvolvido pode ser então denominado de sensor bioinspirado (74). 

Os sensores bioinspirados são uma nova estratégia experimental que tem 

sido usada para obter sensores mais estáveis e duradouros, quando comparados 

aos biossensores convencionais que possuem como base materiais biológicos. No 

que diz respeito aos biossensores enzimáticos, estes dispositivos têm como 

finalidade vencer suas limitações tais como disponibilidade, custo e instabilidade das 

enzimas; assim como promover uma melhora na transferência eletrônica entre 
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eletrodo/sítio ativo (complexo redox) / substrato, desde que nos sensores 

bioinspirados o “sítio ativo” encontra-se descoberto, diferente do que acontece nas 

enzimas, onde o sítio ativo encontra-se rodeado pela densa camada de aminoácidos 

residuais (75–77). 

O funcionamento destes sensores baseia-se na interação seletiva do analito 

com o biorreceptor de forma a provocar variação em alguma propriedade físico-

química interfacial que é reconhecida e medida por um transdutor adequado, e, 

finalmente, ocorre a amplificação e o processamento do sinal correspondente à 

concentração do analito na amostra (78,79). Alguns destes sensores têm por base 

de construção uma avaliação do sistema a partir de modelagem molecular, ou seja, 

processo que trabalha com a comparação de diferentes estruturas moleculares para 

definição de índices de similaridade com uma reação biológica, estimando uma 

estrutura tridimensional do complexo ligante-receptor, satisfazendo as propriedades 

eletrônicas e estruturais dos mesmos a partir de conformações mais estáveis (47). 

Uma condição para mimetizar ou escolher uma enzima adequada para a 

construção de sensores bioinspirados é que a química da catálise da reação 

enzimática e a estrutura do sítio ativo da enzima sejam muito bem estudados e 

conhecidos. Em geral, os imitadores de enzimas devem possuir estruturas menos 

complexas, massas molares mais baixas; maior estabilidade, especialmente em 

altas temperaturas e melhor solubilidade em uma ampla gama de solventes (77). 

No que diz respeito à enzima AChE, dois critérios fundamentais devem ser 

cumpridos por moléculas semelhantes a AChE: (i) a capacidade de promover 

catálise na hidrólise de acetilcolina ou acetiltiocolina, substrato enzimático análogo e 

(ii) estabelecimento de interações com pesticidas organofosforados ou carbamatos 

(80). Esses requisitos acima mencionados são cruciais para imitar o desempenho da 

AChE no desenvolvimento de biossensores com foco na detecção de pesticidas.  

A literatura relata alguns trabalhos nos quais moléculas biomiméticas têm a 

finalidade de substituir a enzima AChE, entretanto a maioria estão relacionados com 

a aplicação na indústria farmacêutica (77), onde a finalidade é substituir a AChE no 

organismo e transportar seu substrato (acetilcolina), entre outras moléculas de 

interesse para o tratamento de determinadas doenças. 

Mascini et al. (81) selecionaram três sequências peptídicas (His-Glu-Pro-Ser, 

His-Gly-Ser-Ala e Glu-Pro-Ser-Ala), as quais foram projetadas com base na 

configuração do sítio ativo da AChE e análises computacionais; considerando os 
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aminoácidos que fazem parte da tríade catalítica (glutamato, histidina e serina). O 

objetivo principal do estudo foi imitar o sitio ativo da AChE, com a afinidade de se 

ligar com pesticidas organofosforados e carbamatos. Os estudos mostraram que as 

sequências peptídicas apresentaram afinidade. Os peptídeos e os pesticidas, foram 

aplicados em cartuchos para extração em fase sólida, utilizados como ferramenta 

pré-analítica para isolar ou pré-concentrar esses analitos. Apenas a sequência 

peptídica His-Glu-Pro-Ser apresentou comportamento adequado para ser utilizado 

como um sorbente para extração em fase sólida. 

Posteriormente, Bhattachayay et al (82), desenvolveram um biossensor 

eletroquímico, utilizando um composto orgânico, o ácido 4-[(1E) -etanohidrazonoil] 

benzóico, capaz de mimetizar o sitio ativo da AChE. A atividade catalítica do 

composto orgânico foi comparada com a enzima AChE pura construindo o mesmo 

biossensor com a enzima imobilizada no eletrodo de trabalho. Os resultados 

mostraram que a molécula mimética catalisou a hidrólise da acetilcolina e apresentou 

resultados semelhantes até 10 mmol L-1 de acetilcolina. Em concentrações 

superiores a 10 mmol L-1, houve uma queda na resposta da enzima, enquanto para 

a molécula mimética foi observado resposta até 40 mmol L-1 de acetilcolina. O sensor 

biomimético apresentou estabilidade a temperatura ambiente, enquanto que o 

biossensor a base de AChE foi armazenado em temperatura abaixo de zero °C. 

O trabalho realizado Sgobbi et al (83) consistiu na síntese de diferentes 

moléculas de hidrazona como imitadores da enzima AChE. A atuação dessas 

moléculas na hidrólise de acetiltiocolina foram demonstradas por medições de 

absorção no UV-visível. A reação nucleofílica foi caracterizada por FTIR e os 

produtos da reação (acetato e tiocolina) foram identificados. O comportamento 

mimético foi confirmado comparando a cinética da reação de hidrólise do ácido [4-

(1E) etanohidrazonoil] benzóico ao de outras moléculas como hidrazona de 

ciclopropil metil cetona, hidrazona de 3-metil-2-butanona e hidrazina. As moléculas 

propostas catalisaram a hidrólise de acetiltiocolina sendo o ácido [4-(1E) 

etanohidrazonoil] benzóico mais rápido do que as outras moléculas em estudo. 

Estudos computacionais mostraram que o substrato é atraído pelo anel aromático 

seguido pelo ataque nucleofílico através do grupo hidrazona. Os autores sugerem 

que esta molécula mimética pode ser utilizada para desenvolver um sensor químico 

biomimético descartável, podendo ser aplicado na determinação da acetilcolina ou 

na determinação de pesticidas. 

http://www.tandfonline.com/author/Bhattachayay%2C+Dipankar
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Recentemente, Sgobbi e colaboradores (80) estudaram o desempenho de 

uma poliacrilamida funcionalizada, polihidroxamicalkanoato (PHA) na hidrólise do 

substrato de ATCh, bem como na desfosforilação de etil-paraoxon. O PHA contém 

grupos hidroxâmicos e carboxílicos inseridos ao longo da sua estrutura principal, 

atuando como local ativo. Estudos cinéticos demonstraram o desempenho catalítico da 

PHA na hidrólise de ATCh com aumento significativo no valor da constante em 

comparação com a hidrólise espontânea. Cálculos teóricos foram realizados para 

avaliar as interações entre o material bioinspirado de AChE com ATCh, bem como 

na presença do pesticida. Os resultados mostraram que a defosforilação de etil-

paraoxon ocorreu principalmente por meio de ataque nucleofílico promovido pela fração 

hidroxamato. A análise vibratória validou os modelos estruturais para ATCh, etil-

paraoxon e PHA. Notavelmente, a energia de adsorção de etil-paraoxon-PHA é 3 

vezes maior do que a ATCh-PHA. Os resultados mostram que o etil-paraoxon inibe 

fortemente o sítio ativo polimérico quando comparado com ATCh devido a uma 

ligação covalente entre o átomo de fósforo no pesticida e o átomo de oxigênio na 

fração hidroxamato em PHA, liberando p-nitrofenolato. 

Santos e colaboradores (47) investigaram um hexapeptídeo bioinspirado, 

proposto por estudos de modelagem molecular, para mimetizar o sítio ativo da AChE, 

como alternativa para o desenvolvimento de uma metodologia analítica para 

detecção de pesticidas organofosforados e carbamatos. A sequência peptídica foi 

sintetizada pela metodologia de fase sólida e caracterizada por cromatografia líquida 

de alta eficiência e espectrometria de massa. Os dados indicam uma forte interação 

entre o pesticida diclorvos e o hexapeptídeo (NH3
+ -Glu – His – Gly – Gly – Pro – Ser 

– COO-). Os resultados demonstram que o peptídeo apresentou limites de detecção 

e quantificação de 1,40 x 10-8 mol L-1 e 4,66 x 10-8 mol L-1, respectivamente. Estes 

valores estão bem próximos ou superiores aos biossensores que utilizam a AChE 

imobilizada na superfície de eletrodos, apresentando vantagem de ser um peptídeo 

de estrutura menos complexa e com maior estabilidade que a enzima. 

A imobilização de enzimas em materiais suportes tem sido uma estratégia 

muito comum para a maioria das aplicações e tem despertado grande interesse nos 

últimos anos na indústria e na pesquisa cientifica. Os materiais utilizados para a 

imobilização devem ser preferencialmente de fácil obtenção e não-tóxicos. Além 

disso, devem fornecer uma ampla área superficial para as reações enzimáticas. A 

utilização de materiais nanoestruturados pode melhorar a eficiência na imobilização 
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de enzimas. Portanto, é crescente o interesse da utilização de partículas magnéticas 

para imobilização de biomoléculas devido a biocompatibilidade e super-

paramagnetismo, além destas fornecerem eficiente contato entre o biocatalisador e 

seus substratos (84). As nanopartículas metálicas apresentam características como: 

relação de grande superfície para volume, atividade de reação de superfície elevada, 

alta eficiência catalítica, além de uma forte capacidade de adsorção, como também 

apresenta uma variedade de aplicações biomédicas e tecnológicas (85,86). 

Desta forma as nanopartículas magnéticas têm sido utilizadas como alvo de 

estudo para a imobilização de biomoléculas devido às suas propriedades que as 

tornam elementos essenciais para o desenvolvimento de sistemas biossensíveis. 

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo utilizar um peptídeo artificial que 

mimetiza o sítio ativo da AChE no desenvolvimento de biossensores enzimáticos 

para a detecção de pesticidas das classes dos organofosforado e carbamato. Para 

desenvolver o presente estudo, foram escolhidos os pesticidas carbofurano e 

clorpirifós por pertencerem às classes dos pesticidas carbamatos e 

organofosforados, respectivamente. 
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A utilização da sequência peptídica constituída por (NH3
+ - His – Glu – Trp – 

Arg – Pro – Ser – COO-) o qual mimetiza o sítio ativo da enzima acetilcolinesterase 

permitiu o desenvolvimento de metodologia analítica para detecção de pesticidas e 

de um sensor bioinspirado para detectar pesticidas da classe dos organofosforados, 

carbamatos e piretróides.  

A sequência peptídica foi imobilizada sobre nanopartículas magnéticas, que 

foram sintetizadas e funcionalizadas com quitosana. A presença de um anel 

aromático na estrutura da histidina dificultou a imobilização pelo grupamento amino 

(sequência peptídica). A estratégia de reagir o DADD com Fe3O4/CS, proporcionou 

de fato a imobilização do peptídeo que foi comprovado por CV e SWV, onde 

observou-se pico de oxidação da histidina em torno de +1,0 V.  

A biomolécula proposta, pode ser utilizada na catálise da hidrólise do 

substrato enzimático acetiltiocolina e na quantificação de pesticidas pela inibição da 

sua atividade catalítica, pois apresentou interação com pesticidas, como é 

característico do centro ativo das enzimas colinesterases. Desta forma, mostra-se 

adequada para substituir a enzima em biossensores para pesticidas. 

A otimização dos parâmetros operacionais e experimentais, permitiram o 

desenvolvimento de um sensor sensível com LD = 6,0 x 10-11 mol L-1 e 

LQ = 1,7 x 10- 10 mol L-1 para o pesticida carbofurano e LD = 4,0 x 10-10 mol L-1 e 

LQ = 1,2 x 10-9 mol L-1 para o pesticida clorpirifós. Estes valores estão próximos ou 

com desempenho superior aos biossensores que utilizam a enzima 

acetilcolinesterase imobilizada na superfície de eletrodos. 

A metodologia desenvolvida foi aplicada em amostras de tomate e batata 

fortificadas com o pesticida carbofurano e clorpirifós, com metodologia simples de 

preparo de amostras, quando comparadas ao método de extração QuEChERS, 

obtendo-se valores de percentual de recuperação aceitáveis, exigidos pela ANVISA 

para determinação quantitativa de pesticida em amostra de alimento. 

O desenvolvimento de sensor bioinspirado apresentou vantagens, uma vez 

que utilizou-se um peptídeo de estrutura menos complexa e com maior estabilidade 

que a enzima AChE, ou seja, a sequência peptídica apresentou após imobilização 
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sobre nanopartículas magnéticas, estabilidade de 85%, enquanto que o biossensor 

da enzima AChE desenvolvido por Chauhan e Pundir (132) imobilizado sobre 

nanopartículas de óxido de ferro apresentou estabilidade de 40%, ambos 

armazenados na geladeira a ±4 °C por 90 dias. 

O sensor bioinspirado, permitiu o desenvolvimento de metodologia analítica 

alternativa para detecção de pesticida. A sequência peptídica pode ser utilizada na 

confecção de sensores bioinspirados da enzima acetilcolinesterase, uma vez que, 

essa molécula é estável, barata, fácil de imobilizar e, assim, pode permitir a 

popularização de análise de pesticidas com a viabilidade de substituição dos 

métodos convencionais (métodos oficiais). 
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