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RESUMO 

 
 
A produção agrícola tem recebido inquestionáveis benefícios devido ao uso de 
pesticidas, entretanto, essas substâncias podem causar sérios danos aos 
organismos vivos, devido sua toxicidade, baixa biodegrabilidade e alto potencial 
carcinogênico. Dessa forma, a determinação de pesticidas, em nível de traços, se 
faz de extrema importância, sendo necessário encontrar abordagens analíticas 
simples e efetivas para seu monitoramento. Nesse sentido, diversos tipos de 
biossensores enzimáticos, têm sido investigados e fundamentados na inibição de 
acetilcolinesterase, enzima envolvida na transmissão dos impulsos nervosos. Os 
pesticidas das classes dos organofosforados interagem com essa classe de 
enzimas, inativando-as e provocando intoxicações agudas, podendo levar, como 
consequência, à morte do indivíduo. A montmorilonita é um argilomineral do grupo 
das esmectitas, que possui excelentes propriedades de intercalação e inchamento, 
alto potencial de adsorção e elevada afinidade com diversas substâncias orgânicas 
e inorgânicas. Essas características as constituem como um adequado meio de 
imobilização de moléculas orgânicas/inorgânicas e biológicas, tais como enzimas e 
nanopartículas metálicas. Recentemente, eletrodos modificados com montmorilonita 
têm atraído considerável atenção na área de eletroanalítica/eletroquímica, revelando 
como propriedades: alta sensibilidade, boa seletividade, custo relativamente baixo, 
resposta rápida e possibilidade de miniaturização, dentre outras vantagens. Nesse 
sentido, este trabalho buscou evidenciar a possibilidade de modificação da 
montmorilonita com três sequências peptídicas sintéticas, propostas por modelagem 
molecular, que mimetizam o sítio ativo da acetilcolinesterase, e a aplicação dessa 
argila modificada na construção de sensores, utilizados na detecção eletroquímica, 
por espectroscopia de impedância eletroquímica, de clorpirifós, pesticida da classe 
dos organofosforados. As sequências peptídicas utilizadas foram (NH3

+ – Glu – His – 
Gly – Gly – Pro – Ser – COO-); (NH3

+ – His – Glu – Trp – Arg – Pro – Ser – COO-); 
(NH3

+ – His – Glu – Tyr – Lys – Pro – Ser – COO-). Essas sequências biomiméticas, 
que já haviam sido propostas e estudadas anteriormente, apresentaram uma alta 
constante de afinidade pelos pesticidas da classe dos organofosforados.   A 
modificação da montmorilonita foi demonstrada pelas técnicas de caracterização 
análise térmica, difração de raios X, infravermelho e microscopia eletrônica de 
varredura. A interação das argilas modificadas com o clorpirifós foi demonstrada por 
DSC, e as três sequências peptídicas apresentaram comportamentos diferentes 
frente ao pesticida, podendo, duas delas, serem utilizadas satisfatoriamente em 
substituição à enzima original na construção de sensores impidimétricos. Os 
sensores construídos apresentaram boa linearidade na faixa de concentração de  
1 x 10-8 a 1 x 10-7 mol L-1 (sensor 1: R = 0,9997; sensor 3: R = 0,9999) e também de 
1 x 10-7 a 1 x 10-6 mol L-1 (sensor 3: R = 0,9950), limites de detecção entre  
1,41 x 10-10 e 2,40 x 10-10 mol L-1, e foram satisfatoriamente aplicados na detecção 
da clorpirifós em amostra de tomate. 
 
Palavras-Chave: Montmorilonita. Acetilcolinesterase. Espectroscopia de impedância 
eletroquímica. Análise térmica. Clorpirifós. 
 

 
 
 



ABSTRACT 
 
 
Agricultural production has received unquestionable benefits due to the use of 
pesticides; however, these substances can cause serious damage to living 
organisms due to their toxicity, low biodegradability and high carcinogenic potential. 
Thus, the determination of pesticides at trace level is extremely important, and it is 
necessary to find simple and effective analytical approaches for its monitoring. In this 
sense, several types of enzymatic biosensors have been investigated and based on 
the inhibition of acetylcholinesterase, an enzyme involved in the transmission of 
nerve impulses. The pesticides of the classes of organophosphates interact with this 
class of enzymes, inactivating them and provoking acute intoxications, which can 
lead, as a consequence, to the death of the individual. The montmorillonite is a clay 
of the smectite group, which has excellent intercalation and swelling properties, high 
adsorption potential and high affinity with various organic and inorganic substances. 
These characteristics constitute them as an adequate means of immobilizing 
organic/inorganic and biological molecules, such as enzymes and metal 
nanoparticles. Recently, montmorillonite modified electrodes have attracted 
considerable attention in the field of electroanalytical/electrochemistry, revealing as 
properties: high sensitivity, good selectivity, low cost, rapid response and possibility 
of miniaturization, among other advantages. In this sense, this work aimed to show 
the possibility of modifying the montmorillonite with three synthetic peptide 
sequences, proposed by molecular modeling, that mimic the active site of 
acetylcholinesterase, and the application of this modified clay in the construction of 
sensors, used in electrochemical detection, by spectroscopy electrochemical 
impedance, chlorpyrifos, pesticide of the organophosphorus class. The peptide 
sequences used were (NH3

+ – Glu – His – Gly – Gly – Pro – Ser – COO-); (NH3
+ – 

His – Glu – Trp – Arg – Pro – Ser – COO-); (NH3
+ – His – Glu – Tyr – Lys – Pro – Ser 

– COO-). These biomimetic sequences, which had already been proposed and 
studied previously, had a high affinity constant for organophosphorus class 
pesticides. The modification of montmorillonite was demonstrated by the techniques 
of thermal analysis, X-ray diffraction, infrared and scanning electron microscopy. The 
interaction of the modified clays with the chlorpyrifos was demonstrated by DSC, and 
the three peptide sequences presented different behaviors against the pesticide, and 
two of them could be used satisfactorily in substitution of the original enzyme in the 
construction of imidimetric sensors. The constructed sensors presented good linearity 
in the concentration range of 1 x 10-8 to 1 x 10-7 mol L-1 (sensor 1: R = 0,9997; sensor 
3: R = 0,9999) and also from 1 x 10-7 to 1 x 10-6 mol L-1 (sensor 3: R = 0,9950), 
detection limits between 1,41 x 10-10 and 2,40 x 10-10 mol L-1, and were satisfactorily 
applied in the detection of chlorpyrifos in a tomato sample. 
 
Keywords: Montmorillonite. Acetylcholinesterase. Electrochemical impedance 
spectroscopy. Thermal analysis. Chlorpyrifos. 
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INTRODUÇÃO 

 

Há muito tempo que o ser humano vem utilizando recursos naturais para 

processar e fabricar materiais de interesse tecnológico. Dentre esses materiais 

encontram-se as argilas, que possuem muitas aplicações desde a antiguidade, onde 

eram utilizadas na fabricação de vasos, tijolos, e outros objetos. Com o passar dos 

anos suas aplicações cresceram muito e atualmente, são utilizadas nos mais 

diversos campos, como fabricação de louças sanitárias, pisos, revestimentos, tintas, 

catalisadores, adsorventes, fertilizantes, na indústria de petróleo, na área 

farmacológica, cosmética, entre outros [1-7].  As diversas aplicações de argilas em 

uma gama extensa de campos são devido às suas prórias características, tais como: 

alta plasticidade, resistência mecânica, estabilidade térmica, alta capacidade de 

adsorção, elevada área superficial e capacidade de troca catiônica (CTC) [8,9]. 

Pode-se definir o termo argila como sendo um material natural, de textura 

terrosa, granulação fina, constituída essencialmente de argilominerais e podendo 

conter outros minerais, como quartzo, mica, pirita, hematita, matéria orgânica e 

outras impurezas [10-12]. Os argilominerais são os minerais característicos das argilas 

[13], conferindo-lhes características físico-químicas interessantes; são constituídos 

principalmente por tetraedros de silício (SiO4) e octaédros de alumínio (Al(OH)6), na 

presença de outros elementos como sódio, cálcio, magnésio, potássio, ferro, como 

indicadores do tipo argilomineral a que se refere [12]. Cada argilomineral possui 

características próprias que definem sua utilização na indústria. 

Entre os argilominerais mais comuns estão a caulinita, a esmectita e a ilita. 

Basicamente, a diferença entre esse grupos são o tipo de estrutura e as possíveis 

substituições dentro dessas estruturas. O grupo das caulinitas apresenta estrutura 

do tipo 1:1, ou seja, uma folha octaédrica seguida por uma folha tetraédrica, com um 

reduzido espaço entre as camadas para a entrada de água ou outros íons. Dessa 

forma, esse grupo não apresenta estrutura expansível, não sendo possível modificar 

sua distância basal. Assim, dificilmente ocorre substituição isomórfica em sua 

estrutura. O grupo da ilitas apresenta estrutura 2:1, uma camada tetraédrica seguida 

por uma octaédrica e novamente uma tetraédrica. Como esses argilominerais são 

encontrados em solos rico em potássio, entre as suas camadas existem cátions K+ 

―fixos‖, dificultando a penetração de água e outros íons, e, portanto, sendo pouco 

expansíveis. O grupo das esmectitas também apresenta estrutura do tipo 2:1, porém 
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são muito expansíveis, permitindo a entrada de moléculas de água e a substituição 

dos cátions que se encontram entre as camadas, na região interlamelar, podendo ter 

sua distância basal variável [12, 14]. A Figura 1 apresenta as estruturas dos diferentes 

grupos argilominerais. 

 

Figura 1 – Representações das estruturas dos diferentes argilominerais: (a) representação 
simplificada dos tetraédos e octaédros; (b) representação espacial dos tetraédros e octaédros; (c) 
representação simplificada caulinita, ilitas, esmectitas 

(a) 

 
 

(b) 

 

 

(c)                              Caulinitas                        Ilitas                    Esmectitas 

 

Fonte: CAMPOS, 2011 

 

 Por possuírem essa estrutura, as esmectitas são os argilominerais mais 

interessantes do ponto de vista tecnológico, com aplicações em diversas áreas [1, 15]. 

Dentre as esmectitas, a mais abundante na natureza é a montmorilonita, que tem 

recebido especial atenção em aplicações tecnológicas nos últimos anos devido a 

sua alta capacidade de adsorção [16-19]. Sua estrutura cristalina é lamelar, e está 

representada na Figura 2. 

A estrutura da montmorilonita é constituída por duas folhas hexagonais 

sobrepostas, cada uma delas formada por grupos tetraédricos de silicato (SiO4) e 

uma folha central formada por grupos octaédricos de alumínio (Al(OH)6), unidas 

entre si por átomos de oxigênio comuns às duas camadas. Possui cátions 

localizados na região interlamelar, que podem ser trocados por outros cátions ou 

moléculas, modificando suas propriedades físico-químicas e, consequentemente 

alterando seu espaçamento basal [8]. 
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Figura 2 – Estrutura cristalina da montmorilonita 

 

Fonte: Figura do autor 

 

Apresenta fórmula geral Mx(Al4-xMgx)Si8O20(OH)4, na qual M indica o cátion 

trocável presente no espaço interlamelar, e havendo substituição isomórfica nos 

sítios octaédricos, ou seja, átomos de alumínio sendo substituídos por átomos de 

magnésio. Essa substituição gera os mais importantes sítios ativos presente nas 

superfícies das argilas, sendo o excesso de carga negativa distribuído pelos 

oxigênios da superfície, resultando em uma superfície altamente ácida [20, 21]. 

Além de todas as propriedades peculiares da montmorilonita, apresentam 

também baixo custo, facilidade de obtenção e purificação e possibilidade de 

reutilização. Podem também ter sua estrutura modificada quimicamente pela 

inserção de moléculas orgânicas ou inorgânicas, possibilititando agregar 

funcionalidades a fim de intensificar suas propriedades físico-químicas [10]. Se 

apropriando dessas características, muitos estudos vem sendo realizados utilizando 

argilas modificadas nas mais diversas áreas, como na remoção de contaminantes do 

meio ambiente e na construção de sensores químicos [16,20, 22-28]. 

 

1.1 OS PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS 

  

A preocupação com a qualidade das águas, solos, organismos vivos e meio 

ambiente vem aumentando nos últimos anos. Atenção especial tem sido dada a 

problemas ambientais associados à presença de contaminantes, tais como metais 

pesados e pesticidas, derivados de atividades industriais e agrícolas. Na indústria 

agrícola, o uso de agroquímicos para o controle de organismos é uma preocupação 
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atual, pois eles se dissolvem no solo, e agravam o risco de contaminação superficial 

e subterrânea [29-36]. 

A palavra pesticida pode ser definida, segundo a União Internacional de 

Química Pura e Aplicada (IUPAC), como substância bioativa utilizada como fim a 

destruição e o combate, bem como a prevenção de espécies indesejáveis que 

possam ser encontradas como interferentes durante as etapas de produção, 

colheita, processamento, transporte e armazenamento de alimentos e produtos 

agrícolas [37]. Podem ser classificados de diferentes modos: de acordo com o seu 

modo de ação e organismo alvo, como herbicidas, fungicidas, inseticidas, etc.; de 

acordo com sua estrutura química, como organoclorados, organofosforados, 

carbamatos, etc.; ou de acordo com sua toxicidade, como classe I, II, III e IV [38]. A 

Figura 3 apresenta as diferentes classes de toxicidade desses compostos. 

 

Figura 3 – Classificação de pesticidas quanto à toxicidade 

 

Fonte: Figura do autor 

 

No Brasil, os órgãos responsáveis pela legislação vigente sobre pesticidas 

são o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), Instituto 

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) e 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Cada órgão é responsável por 

determinado tipo de avaliação do produto, de modo independente do outro. O 

IBAMA é responsável pela avaliação ambiental, ou seja, avalia quais os riscos e 

danos ao meio ambiente a utilização de determinado pesticida pode ocasionar. Ao 

MAPA cabe a responsabilidade da avaliação agronômica, ou seja, avalia a eficiência 

e o potencial de uso na agricultura. Cabe a ANVISA a avaliação toxicológica, 

indicando o quão tóxico o produto é para a população e em quais condições o seu 

uso é seguro [39]. 

Classe I
Faixa 

Vermelha
Extremamente 

tóxico

Classe II
Faixa 

Amarela
Altamente 

tóxico

Classe III
Faixa 
Azul

Mediamente 
tóxico

Classe IV
Faixa 
Verde

Pouco tóxico
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Sem dúvida, o uso de pesticidas provoca inquestionáveis benefícios no 

aumento da produção agrícola, uma vez que são eficazes no combate às pragas. 

Entretanto, sua utilização em demasia pode gerar graves problemas ambientais, 

devido a sua toxicidade, baixa biodegradabilidade e alto potencial carcinogênico, 

tornando-os sérias ameaças aos organismos vivos e ao meio ambiente [40]. 

A exposição humana prolongada frente a pesticidas pode acarretar diversos 

danos à saúde, como problemas na visão, em funções sensoriais e cognitivas, no 

sistema nervoso, mortalidade infantil, doença de Alzheimer, carcinogenicidade, 

neurotoxidade, entre outros [41-48]. Essa contaminação pode ocorrer pela exposição a 

baixos níveis da substância por um longo período de tempo, devido a circulação e 

acumulação em águas, ar, solo e cadeia alimentar. Pode ocorrer também 

contaminação por exposição ocupacional, devido à produção, transporte e aplicação 

de pesticidas e devido à moradia próxima a locais com altas concentrações de 

pesticidas [41,42]. 

Dentre os pesticidas mais utilizados na agricultura, merece destaque a classe 

dos organofosforados (OP), encontrados principalmente em inseticidas. Essa classe 

de compostos é formada por, principalmente, ésteres de ácido fosfórico e seus 

derivados [49]. A estrutura química geral desses compostos é apresentada na Figura 

4, na qual R1 e R2 representam grupos alcoxilas e X um halogênio, grupos alcóxidos, 

grupos alquil aminas, entre outros [49]. 

 

Figura 4 – Estrutura química geral de um organofosforado 

 

Fonte: Figura do autor 

 

Inicialmente os organofosforados foram utilizados na agricultura em 

substituição aos organoclorados, por apresentarem tempo de meia vida inferior, 

sendo menos persistentes ao meio ambiente. Porém, apresentam propriedades 

altamente tóxicas para os vertebrados em geral, como mamíferos e peixes, e seu 

consumo e exposição estão diretamente ligados a casos de intoxicações e mortes 

em todo o mundo [50-52]. 
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Segundo relatório do IBAMA, o organofosforado clorpirifós tem sido muito 

aplicado no Brasil nos últimos anos, visto que em 2017 foi o 13° ingrediente ativo 

mais vendido, como mostra a Tabela 1 [53]. 

 
Tabela 1 – Relatório de vendas de ingredientes ativos no Brasil 

Os 10 ingredientes ativos mais vendidos  
2017 

 Unidade de medida: toneladas de IA 

Ingrediente Ativo Vendas 
(ton. IA) 

Ranking 

Glifosato e seus sais 173.150,75 1º 

2,4-D 57.389,35 2º 

Mancozebe 30.815,09 3º 

Acefato 27.057,66 4º 

Óleo mineral 26.777,62 5º 

Atrazina 24.730,90 6º 

Óleo vegetal 13.479,17 7º 

Dicloreto de paraquate 11.756,39 8º 

Imidacloprido 9.364,57 9º 

Oxicloreto de cobre 7.443,62 10º 

Enxofre 7392,44 11° 

Diurom 6999,47 12° 

Clorpirifós 6471,19 13° 

Fonte: IBAMA/ Consolidação de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos, 
agrotóxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto 4.074/2002 (Dados atualizados em 25/06/2018) 

 

O clorpirifós, também conhecido como tiofosfato o,o-dietil-o(3,5,6-tricloro-2-

piridila) e com fórmula molecular C9H11Cl3NO3PS, apresenta baixa solubilidade em 

água e é pertencente a classe II da classificação quanto a toxicidade, ou seja, é 

altamente tóxico. Sua fórmula estrutural é apresentada na Tabela 2, juntamente com 

suas propriedades. Pode ser absorvido pelo organismo humano através da pele, 

mucosas e vias respiratórias [52]. Estudos mostram que a exposição via intrauterina 

de camundongos ao pesticida provoca alterações hormonais na tireóide [54-55], bem 

como a exposição por via oral interfere diretamente no sistema reprodutivo 

masculino, provocando alterações nos testículos, diminuição da contagem de 

espermatozóides e da fertilidade animal [56]. 
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Tabela 2 – Fórmula estrutural e propriedades físico-químicas do clorpirifós 

Propriedades do Clorpirifós Fórmula Estrutural 

Classificação Toxicológica: classe II 

 

Massa Molar: 350,59 g mol
-1

 

Fórmula molecular: C9H11Cl3NO3PS 

Pressão de Vapor: 1,82 x 10
-5

 mmHg (25 °C) 

Ponto de Fusão: 42- 43,5 °C 

Solubilidade em água: 1,4 mg L
-1

 (25°C) 

 Fonte: Eaton, D. L. et al, 2008 
[57]

. 

 

O mecanismo de ação desse composto, igualmente ao de qualquer 

organofosforado, é através da inibição da atividade enzimática da acetilcolinesterase 

(AChE), enzima da classe serina hidrolase, responsável por catalisar a hidrólise de 

ésteres, especialmente de ésteres de colina. O corpo humano produz AChE, que 

atua na neurotransmissão colinérgica central e periférica, degradando a acetilcolina 

(ACh). É a ACh quem transmite a mensagem de um neurônio a outro, e 

estruturalmente possui em sua molécula um grupo éster e uma amina quaternária, 

sendo de primordial importância para a manutenção de diversas funções fisiológicas 

[58,59]. A ACh é hidrolisada a colina e ácido acético pela ação da AChE. A reação de 

hidrólise é mostrada na Figura 5. 

 

Figura 5 – Hidrólise da acetilcolina pela ação da AChE 

 
Fonte: Figura do autor 

 

Depois de hidrolisada a colina é transportada novamente para a terminação 

nervosa, onde será reutilizada na síntese de novas ACh. Dessa forma, se a enzima 

AChE perde sua função, há um acúmulo de ACh nas fendas sinápticas, causando a 

interrupção na transmissão dos impulsos nervosos, levando a uma série de danos à 

saúde, como perda do controle muscular, convulsões, parada cardíaca e até a morte 

[60]. 
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Os compostos organofosforados inibem a AChE, uma vez que promovem 

uma ligação covalente no sítio ativo da enzima. A enzima tem seu sítio ativo 

caracterizado por três aminoácidos essenciais: serina, histidina e ácido glutâmico 

(Ser 200-His 440-Glu 327), como mostrado na Figura 6. A inibição ocorre pela 

fosforilação da serina, resultando em uma ligação química forte da histidina 

protonada e o átomo de oxigênio do inibidor [61]. O mecanismo clássico de inibição 

da AChE por compostos organofosforados é apresentado na Figura 7. 

 
Figura 6 – Sítio ativo da enzima AChE composto pela tríade (Ser 200-His 440-Glu 327) 

 

Fonte: http://www.ncbr.muni.cz/group/lcc/acetylcholinesterase.html 

 

Figura 7 – Mecanismo clássico de inibição da AChE por pesticidas organofosforados 

 

Fonte: Sgobbi, 2016 
[61]

. 
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A metodologia utilizada rotineiramente para ensaios com pesticidas, que 

promove alta precisão e confiabilidade, e também recomendada pela ANVISA, é 

cromatografia líquida ou gasosa acoplada a um espectrômetro de massas. Porém, 

essas análises requerem complicados pré-tratamentos das amostras, 

instrumentação sofisticada, mão de obra operacional altamente treinada e 

qualificada e longos tempos de análises, o que acaba limitando suas aplicações [62, 

63]. Nesse sentido, torna-se de extrema urgência o desenvolvimento de métodos 

analíticos simples e eficientes, capazes de monitorar os resíduos de pesticidas em 

gêneros alimentícios e amostras ambientais. Dessa forma, biosensores tem atraído 

muito o interesse devido a sua alta sensibilidade, simplicidade de construção, 

miniaturização e portabilidade. Com base nisso, vários biossensores eletroquímicos 

têm sido aplicados satisfatoriamente a detecção de organofosforados [64-69], partindo 

da inibição da enzima acetilcolinesterase [62,70]. 

 

1.2 SENSORES ELETROQUÍMICOS NA DETECÇÃO DE PESTICIDAS 

 

Biossensores eletroquímicos baseados na inibição da AChE possuem 

numerosas vantagens, incluindo resposta rápida, alta sensibilidade, fácil operação, 

pequeno tamanho e baixo custo, tem atraído interesse como um promissor 

candidato para detecção de organofosforados, nos quais a AChE é imobilizada na 

superfície do eletrodo de trabalho [66].  

Song e colaboradores partiram de MoS2 dopado com nitrogênio e flúor, 

funcionalizados com nanopartículas de Ag, na fabricação de um biossensor para 

detecção de clorpirifós. O sensor proposto apresentou desempenho notável, com 

resposta rápida e baixos limites de detecção [62]. Sgobbi e colaborador 

desenvolveram um sensor bioinspirado empregando poliacrilamida funcionalizada, 

PHA, imobilizada na superfície de um eletrodo impresso para detecção dos 

organofosforados paraoxo-etil, fenitrotion e clorpirifós. O sensor foi empregado 

utilizando técnicas amperométricas e apresentou limite de detecção (LD) 0,36, 0,61 

e 0,83 µM L-1, respectivamente [64]. 

Lu e colaboradores desenvolveram um sensor altamente sensível a AChE, 

com nanobastões bimetálicos Pd@Au (NRs), o qual apresentou, nas condições 

ótimas, intervalo de concentração linear entre 3,6 x 10-12 e 1,0 x 10-7 mol L-1 para o 

paraoxon, com limite de detecção de 3,6 x 10-12 mol L-1  [66]. Lang e colaboradores 
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desenvolveram um sensível biossensor amperométrico a base de 

acetilcolinesterase, utilizando nanobastões de ouro, para detecção de pesticidas 

organofosforados. O biossensor foi aplicado na determinação de paraoxon e 

dimetoato, apresentando intervalo de concentração linear entre 1,0 x 10-9 e 5,0 x 10-6 

mol L-1 para o primeiro e 5,0 x 10-9 a 1,0 x 10-6 mol L-1 para o segundo. Os limites de 

detecção foram de 7,0 x 10-10 e 3,9 x 10-9 mol L-1 para paraoxon e dimetoato, 

respectivamente. O sensor construído apresentou boa estabilidade e sensibilidade, 

podendo ser aplicado a medidas em amostras de água [71]. 

Yu e colaboradores imobilizaram a AChE em nanotubos de carbono 

aminofuncionalizados, e empregaram na fabricação de um biossensor para detecção 

de organofosforados. Utilizaram paraoxon como modelo de pesticida, obtendo 

estabilidade e reprodutibilidade satisfatórias em intervalos de concentração lineares 

entre 0,2 e 1 nmol L-1 e 1 e 30 nmol L-1, com LD de 0,08 nmol L-1. O biossensor foi 

satisfatoriamente aplicado na determinação de pesticidas em amostras vegetais [72]. 

Adicionalmente, com o rápido desenvolvimento da nanotecnologia, cada vez 

mais novos materiais vêm sendo utilizados na fabricação de biossensores 

eletroquímicos mais eficazes [65, 73-78]. Em particular, as argilas, especificamente a 

montmorilonita, tem se tornado um material atrativo para a utilização como matriz na 

imobilização de biomoléculas, justamente devido às propriedades citadas 

anteriormente [26, 28, 79-81]. Estudos recentes mostram a utilização de montmorilonita 

intercalada com diferentes moléculas orgânicas, como metilamina ou dimetilamina 

[82], trimetilamina [83], aminoácidos [84], ácido fólico [85], enzimas, entre outros [86, 87], na 

construção de sensores. 

Lucena e colaboradores utilizaram filmes de montmorilonita sódica na 

construção de um sensor eletroquímico para a detecção de dopamina. O sensor foi 

obtido pela técnica de deposição layer-by-layer em vidro ITO, apresentou LD  

1 µmol L-1 e intervalo linear de concentração entre 5 e 150 µmol L-1. O sensor foi 

aplicado satisfatoriamente em amostras de urina humana, confirmando a 

possibilidade de utilização em amostras reais [19]. 

Unal e colaboradores fabricaram um sensor utilizando a técnica de 

eletrospinnig; a montmorilonita modificada com dendrímeros de poliamidoamina 

(PAMAM), e utilizando como polímero adicional polivinilalcool (PVA), foi utilizada na 

formação de nanofibras de PVA/PAMAM-Mt sobre a superfície de um eletrodo de 

carbono vítreo. A enzima piranose oxidase foi, então, imobilizada na superfície do 
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eletrodo, o qual posteriormente foi submetido a medidas amperométricas. A resposta 

linear para a glicose foi no intervalo de 5,0 x 10-6 a 2,5 x 10-4 mol L-1, com LD de  

7,0 x 10-7 mol L-1 [88]. 

Abbaci et al. desenvolveram um sensível e seletivo sensor voltamétrico para 

monitoramento do fungicida propinebe, a partir da construção de um eletrodo de 

pasta de carbono modificado com Cu-montmorilonita, o qual apresentou baixo limite 

de detecção, por volta de 1,0 x 10-6 mol L-1 e intervalo linear entre 5 e 30 µM [40]. 

Songurtekin e colaboradores [84] fabricaram um biossensor eletroquímico pela 

da modificação da argila montmorilonita com histidina e posterior imobilização da 

enzima laccase, o qual foi, então, aplicado para a detecção de catecol, por análise 

em fluxo, apresentando LD de 4,2 x 10-8 mol L-1 e intervalo linear entre 1,0 x 10-6 e 

1,0 x 10-7 mol L-1 de catecol. 

Os estudos realizados por Zapp e colaboradores [70] mostraram o 

desenvolvimento de um sensor para detecção do pesticida metomil a partir da 

imobilização da enzima laccase na argila montmorilonita. O intervalo de 

concentração linear obtido foi de 9,8 × 10−7 a 9,0 × 10−6 mol L-1 e LD  

2,35 x 10-7 mol L-1 O sensor construído foi aplicado satisfatoriamente na detecção de 

metomil em amostras de tomate e cenoura. 

Embora seja grande o número de trabalhos que utilizam montmorilonita 

modificada na construção de sensores e biossensores, poucos relatam a 

imobilização da AChE na argila.  Na busca de trabalhos baseados na montmorilonita 

e na inibição enzimática da AChE encontra-se apenas dois trabalhos, utilizando 

nanofolhas de sílica, retiradas da montmorilonita. Em 2014, Li e colaboradores 

utilizaram a montmorilonita como precursora na preparação de nanofolhas de sílica 

carboxiladas (CSNSs), e juntamente com nanopartículas de Pt (Pt NP) e nafion, 

modificaram a superfície de um eletrodo de carbono vítreo. Nas condições ótimas, o 

sensor detectou metil paration e carbaril no intervalo de concentração 1 x 10-12 e  

1 x 10-8 mol L-1 apresentando LDs de 5,52 x 10-13 mol L-1 para metil paration e  

5,65 x 10-13 mol L-1 para o carbaril [89].  

Yang e colaboradores também utilizaram a montmorilonita para preparar 

nanofolhas de SiO2 (SNS), e estas na preparação de nanocompósitos. Para 

imobilizar a AChE utilizou-se a quitosana, e Nafion foi utilizado como uma membrana 

protetora a fim de promover a estabilidade do biosensor de AChE. O biosensor foi 

utilizado para detectar metil paration, clorpirifós e carbofurano em intervalos de 
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concentrações de 1 x10-12 a 1 x 10-10 mol L-1 e 1 x 10-10 a 1 x 10-8 mol L-1. O limite de 

detecção obtido para os três pesticidas foi de 5 x 10 -13 mol L-1. O biossensor 

desenvolvido apresentou boa sensibilidade, estabilidade, reprodutibilidade e baixo 

custo fornecendo assim uma nova ferramenta na análise de pesticidas no ambiente 

[44]. 

 É possível notar que biossensores baseados na inibição da enzima AChE têm 

sido amplamente desenvolvidos para detecção de pesticidas organofosforados. 

Apesar das vantagens mostradas por esses dispositivos, são raramente aplicados 

em amostras reais devido ao alto custo da enzima, aliado a necessidade de 

condições perfeitamente controladas para garantir a estabilidade enzimática, e a 

possibilidade de inibição da AChE na presença de cátions metálicos ou moléculas 

orgânicas podendo levar a resultados não confiáveis [64]. 

Como alternativa a essas questões, pesquisas mostram o desenvolvimento 

de materiais biomiméticos, os quais exibem propriedades catalíticas semelhantes a 

das enzimas naturais, podendo, assim, superar esses inconvenientes e aumentar o 

desempenho do biossensor em relação à estabilidade e a sensibilidade [86, 90]. No 

caso da enzima AChE, devido apresentar alta massa molecular e estrutura 

complexa, a utilização de uma molécula que mimetize o sítio ativo da enzima se 

torna uma alternativa interessante [91]. 

Nesse sentido, Mascini e colaboradores utilizaram modelagem molecular para 

projetar diferentes sequências peptídicas baseadas na tríade catalítica presente no 

sítio ativo da AChE (Ser-220; His-440; Glu-327). Os resultados foram satisfatórios, 

uma vez que as moléculas projetadas interagiram com pesticidas organofosforados 

e carbamatos [92]. Santos e colaboradores utilizaram-se de um hexapeptídeo 

bioinspirado (NH3
+ – Glu – His – Gly – Gly – Pro – Ser – COO-) na construção de um 

sensor para detecção de diclorvós em amostras de alimentos, obtendo um LD de  

1,4 x 10-8 mol L-1, boa estabilidade e sensibilidade [91]. Em 2018, Rodrigues construiu 

um sensor bioinspirado em AChE, utilizando o hexapeptídeo (NH3
+ – His – Glu – Trp 

– Arg – Pro – Ser – COO-) que mimetizava o sítio ativo da enzima e nanopartículas 

de ouro, para a detecção de clorpirifós e carbofurano em amostras de tomate e 

batata; o sensor apresentou baixos LD para o carbofurano e clorpirifós, com valores 

de 6,0 x 10-11 mol L-1 e 4,0 x 10-10 mol L-1
 , respectivamente [93]. 

Com base no exposto, o presente trabalho buscou a utilização de três 

diferentes sequências peptídicas (NH3
+ – Glu – His – Gly – Gly – Pro – Ser – COO-), 
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(NH3
+ – His – Glu – Trp – Arg – Pro – Ser – COO-), (NH3

+ – His – Glu – Tyr – Lys – 

Pro – Ser – COO-), propostas por estudos de modelagem molecular, realizados em 

colaboração pelo Prof. Dr. Marcello Mascini, da Universidade de Teramo, Itália 

(UniTE), que mimetizam o sítio ativo da AChE para a modificação da argila 

montmorilonita, visando a construção de sensores eletroquímicos para detecção de 

pesticidas da classe dos organofosforados. 

 

1.3 TÉCNICAS ELETROQUÍMICAS 

 

As técnicas eletroquímicas são bastante utilizadas para se detectar 

substâncias de interesse por serem relativamente simples e rápidas e por permitir 

uma análise mais detalhada das reações ocorridas no meio reacional. 

 

1.3.1 Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS) é uma técnica utilizada 

na análise de processos eletroquímicos que ocorrem na interface eletrodo/solução 

eletrolítica. Esta técnica eletroquímica envolve a aplicação de uma perturbação de 

sinal senoidal do potencial ou da corrente no sistema sob investigação, monitorando-

se as relações potencial-corrente e obtendo-se a impedância e o ângulo de fase do 

sistema. Com essas medidas é possível avaliar processos como transporte de 

carga, capacitância redox e de dupla camada, condutividade de filmes, coeficientes 

de difusão, entre outros [94].  

A EIS é uma técnica bastante utilizada por permitir a investigação de 

fenômenos eletroquímicos próximos ao estado de equilíbrio, diferentemente de 

outras técnicas eletroquímicas que são dinâmicas. As informações são obtidas 

utilizando circuitos equivalentes ou modelos matemáticos, e admitindo-se a interface 

eletrodo/solução eletrolítica como sendo resultante da combinação de elementos de 

circuito elétricos passivos, isto é, resistência, capacitância e indutância [94]. A Figura 

8 mostra um sistema eletroquímico típico utilizado em EIS: uma célula eletroquímica 

de três eletrodos, com eletrodo de trabalho, referência e auxiliar; juntamente com o 

circuito equivalente para o sistema, no qual Rct indica a resistência à transferência 

de carga, Cd a capacitância da dupla camada elétrica, RΩ resistência total do 

sistema. 
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Comumente, a impedância é expressa como função complexa, podendo ser 

desmembrada em uma parte real e uma parte imaginária, como mostra a equação 

(1), onde j é o número imaginário, por definição 𝑗 =   −1.  

 

𝑍 = 𝑍𝑟𝑒𝑎𝑙  +   𝑗𝑍𝑖𝑚𝑎𝑔𝑖𝑛 á𝑟𝑖𝑜   (1) 

 
Figura 8 – Célula eletroquímica típica com destaque para os processos ocorridos na interface do 
eletrodo de trabalho e eletrólito de suporte  

 

Fonte: Adaptado de Damos et al, 2004 
[95] 

  

A interpretação das medidas EIS é realizada por meio de três tipos de 

diagramas distintos: de Nyquist, de Bode e de freqüência; os quais representam os 

processos físicos que ocorrem no sistema, sendo que a forma mais utilizada na 

análise dos resultados experimentais são as representações gráficas de Nyquist. 

Nesses diagramas, também conhecidos como diagrama no plano complexo, o 

componente real está localizado no eixo das abscissas e componente imaginário no 

eixo das ordenadas, e cada ponto representa a impedância em determinada 

frequência. A Figura 9 mostra a representação geral de um diagrama de Nyquist, 

onde 𝜔 é frequência angular, Z’ componente real da impedância, Z’’ componente 

imaginário da impedância, com as principais informações que dele podem ser 

retiradas. 

É possível observar duas regiões distintas no diagrama. A primeira região, à 

altas freqüências, onde aparece um semicírculo, do qual podem ser retiradas 

informações quanto resistência da solução (Rs), frequência máxima (fmax), e 

resistência à transferência de carga (Rct); seguido pela região linear a baixas 

freqüências, indicando a presença ou não de processos de origem difusional [96, 97]. 
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Figura 9 – Representação do Diagrama de Nyquist 

  O valor de Rs pode ser obtido pela primeira intersecção do semicírculo 

(frequência mais alta) com o eixo de impedância real, e a segunda intersecção 

(projeção do semicírculo) indica o valor da soma de Rs e Rct. O valor de Rct está 

associado à transferência de elétrons que ocorre nos processos de oxidorredução 

na interface eletrodo/eletrólito, indicando a facilidade ou dificuldade na transferência 

eletrônica; um maior valor Rct indica que há uma dificuldade dos elétrons chegarem 

até a superfície eletródica. Como esses parâmetros podem ter seus valores 

modificados de acordo com diferentes materiais que possam estar imobilizados na 

superfície do eletrodo, e também relacionados com a concentração do analito 

presente no meio reacional, a EIS se torna uma eficiente técnica para aplicações 

analíticas. 

1.3.2 Voltametria Cíclica 

A voltametria cíclica é uma técnica eletroquímica muito versátil que permite o 

estudo de espécies eletroativas presentes no meio reacional. Aliada a essa 

versatilidade, sua fácil instrumentação e medição tornam a VC uma técnica de 

ampla utilização nas mais diversas áreas da química. Frequentemente é o primeiro 

experimento a ser realizado, uma vez que fornece informações rápidas acerca de 

processos eletroquímicos, sejam estes em compostos, materiais biológicos ou na 

superfície de eletrodos, permitindo o estudo da cinética e dos mecanismos de 

reações [98]. 

A técnica consiste na oxidação e redução de espécies eletroativas presentes 

no meio reacional, devido à aplicação de uma corrente, a qual é medida em função 

da aplicação controlada de um potencial. O intervalo de varredura de potencial é 

realizado a uma velocidade constante v, tendo o potencial inicial a mesma 



33 
 

magnitude do potencial final (Ef = Ei). Obtém-se, dessa forma, uma curva de 

intensidade de corrente (i) em função do potencial aplicado (E), denominada 

voltamograma cíclico.  A Figura 10 apresenta o sinal de excitação típico e um 

voltamograma cíclico típico de um processo redox reversível. 

 

Figura 10 – (a) Sinal de excitação típico para voltametria cíclica: forma de onda triangular; (b) 
Representação esquemática de um voltamograma cíclico, com as indicações dos potenciais e 
correntes de picos 
(a)  

 

(b)  

 
 

Fonte: Figuras adaptadas de WANG, 2001
[99]

 e GREEF et al, 1985 
[100]

. 

 
Vários parâmetros podem ser retirados de um voltamograma cíclico, tais 

como potenciais de pico anódico e catódico (Epa e Epc), correntes de picos anódico e 

catódico (ipa e ipc), diferença entre potenciais de pico (∆Ep). A análise desses 

parâmetros, juntamente com variação da velocidade de varredura e variação de 

concentração, permite inferir sobre o mecanismo de um processo. A Tabela 3 

mostra esses critérios. 
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Tabela 3 – Dependência de ip, C e Ep com a v para alguns tipos mais comuns de processos 
eletródicos 

Mecanismo Dependência 
de  

ip com v 

Dependência de  
ip com C 

Dependência de 
Ep com v 

ipa/ipc 

Reversível ip α v
1/2

 Linear Ep é independente de v ipa / ipc = 1 para 
todas velocidades 

 
Irreversível ip α v

1/2
 Linear Ep torna-se mais 

negativo com o aumento 
de v 

 

ipa / ipc = 0 para 
todas velocidades 

Eletroquímico-
Químico 

Aproxima-se de 
casos 

reversíveis com 
o aumento de v 

 

Geralmente linear Ep é mais positivo que 
casos reversíveis; Ep 

torna-se mais negativo 
com o aumento de v 

ipa / ipc → 1 com o 
aumento da 
velocidade 

Químico-
Eletroquímico 

ip/v
1/2

 versus v 
diminui com o 
aumento de v 

 

Frequentemente 
não linear  

ip/C < casos 
reversíveis 

Ep torna-se mais positivo 
com o aumento de v 

ipa / ipc aumenta com 
o aumento da 

velocidade 

Regenerativo Aproxima-se de 
casos 

reversíveis com 
o aumento de v 

 

Frequentemente 
não linear;  

ip/C > casos 
reversíveis 

Ep torna-se mais positivo 
com o aumento de v 

ipa / ipc ≈ 1 para 
todas as 

velocidades 

Adsorção de 
Reagentes 

ip aumenta com 
o aumento de v 

 

Não Linear Ep torna-se mais 
negativo com o aumento 

de v 

ipa / ipc ≤ 1; próximo 
a 1 para baixas 

velocidades 
Adsorção de 

Produtos 
ip diminui com o 
aumento de v 

Não Linear Ep torna-se mais positivo 
com o aumento de v 

ipa / ipc ≥ 1; próximo 
a 1 para baixas 

velocidades 

Tabela Adaptada de WANG, 2001 
[99]

. 
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CONCLUSÃO 
 

A modificação da argila montmorilonita com as sequências peptídicas 1 (NH3
+ 

– Glu – His – Gly – Gly – Pro – Ser – COO-), 2 (NH3
+ – His – Glu – Trp – Arg – Pro – 

Ser – COO-) e 3 (NH3
+ – His – Glu – Tyr – Lys – Pro – Ser – COO-) foi demonstrada 

pelas técnicas de caracterização análise térmica, difração de raios X e 

infravermelho, bem como pelas técnicas eletroquímicas voltametria cíclica e 

espectroscopia de impedância eletroquímica. A partir da diferença nas curvas DTG 

argila/mix e no aumento das bandas de IR mix/argila, foi possível evidenciar as 

interações argila-peptídeos, que ficaram comprovadas pela análise de DRX. A 

presença das sequências peptídicas adsorvidas na argila afeta a orientação e o 

arranjo das partículas de montmorilonita, uma vez que os peptídeos podem se 

localizar entre suas lamelas, facilitando a abertura ou fechamentos destas de acordo 

com suas concentrações, pHs, naturezas e pesos moleculares. 

Os voltamogramas cíclicos para os eletrodos modificados com SWy-1 e mixes 

(argila modificada com as sequências peptídicas) mostraram um perfil diferente do 

obtido para o branco Pt, e o recobrimento superficial (θ) foi estimado para cada 

eletrodo. Utilizando a técnica EIS, foi possível observar uma diminuição na 

resistência a transferência de carga ao se comparar a SWy-1 com os mixes. Essa 

diminuição ocorreu pela presença das sequências peptídicas na estrutura da 

montmorilonita, uma vez que as interações ocorridas podem se dar de maneiras 

diferentes. O estudo eletroquímico do filme da argila montmorilonita mostrou que o 

transporte de [Fe(CN)6] 
3-/4- através da camada de montmorilonita é limitado pela 

heterogeneidade do filme formado na superfície do eletrodo, devido as partículas de 

argila formarem placas sobrepostas não regulares, observada nas microscopias. 

A interação argila modificada-pesticida clorpirifós foi demonstrada por DSC. A 

inserção da molécula de pesticida provocou uma perturbação na quantidade e nos 

tipos de águas presentes no sistema. Os três mixes apresentaram comportamentos 

distintos frente ao pesticida devido a sequência de aminoácidos que compõe a 

cadeia peptídica serem diferentes. Dentre os três, o mix 2, montmorilonita 

modificada com a sequência (NH3
+ – His – Glu – Trp – Arg – Pro – Ser – COO-), 

apresentou menor interação, justamente devido a sua estrutura, o que pôde ser 

comprovado pelas imagens de microscopia. 
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Entre as três sequências peptídicas que mimetizam o sítio ativo da enzima 

acetilcolinesterase, as sequências 1 (NH3
+ – Glu – His – Gly – Gly – Pro – Ser –

COO-) e 3 (NH3
+ – His – Glu – Tyr – Lys – Pro – Ser – COO-) apresentaram bons

resultados no que tange a interação argila-peptídeos-pesticida, podendo ser 

utilizadas satisfatóriamente, em substituição à enzima original,  na construção de 

sensores eletroquímicos para detecção de clorpirifós. 

Os sensores desenvolvidos apresentaram boa linearidade (sensor 1: 

R = 0,9997; sensor 3: R = 0,9999 e R = 0,9950, para duas faixas de concentrações) 

e limites de detecção de 2,40 x 10-10 e 1,41 x 10-10 mol L-1 para os sensores 1 e 3, 

respectivamente. A aplicação em amostras de tomate, sem qualquer pré-tratamento, 

obteve recuperação aceitável dentro da faixa recomendada pela ANVISA. 

Portanto, com esse trabalho, foi possível concluir que o desenvolvimento de 

sensores a base de montmorilonita modificada com sequências peptídicas que 

mimetizam o sítio ativo da enzima acetilcolinesterase pode ser satisfatoriamente 

realizado, como sendo uma alternativa rápida, com menores custos e eficiente na 

determinação do pesticida clorpirifós em amostras de alimentos. 
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