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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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Zimg ou Z’’ Componente imaginário da impedância 

Zreal ou Z’ Componente real da impedância 

β Razão de aquecimento 

∆Ep Diferença entre os potenciais de pico 

θ Recobrimento máximo da superfície do eletrodo 
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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 
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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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2. OBJETIVOS  
 

Construção e caracterização de sensores eletroquímicos, a partir da 

modificação da superfície eletródica de platina com diferentes sequências 

peptídicas, que mimetizam o sítio ativo da AChE, imobilizadas em sistema 

microestruturado argila montmorilonita (SWy-1), para detecção de clorpirifós. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Imobilizar três diferentes sequências peptídicas, (NH3
+ – Glu – His – Gly – Gly 

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

(NH3
+ – His – Glu – Tyr – Lys – Pro – Ser – COO-), separadamente, na argila 

montmorilonita; 

 

 Modificar a superfície do eletrodo de platina com filmes de montmorilonita e 

montmorilonita modificada; 

 

 Realizar a caracterização estrutural por difração de raios X (DRX), 

espectroscopia na região do infravermelho (IR), análise térmica (TG/DTG, 

DTA), microscopia eletrônica de varredura (SEM) da argila e argila 

modificada;  

 

 Realizar a caracterização eletroquímica dos eletrodos modificados por 

espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS) e voltametria cíclica (VC); 

 

 Estudar, por DSC, a interação do pesticida clorpirifós com argila modificada; 

 

 Estudar o efeito da interação do pesticida clorpirifós sobre o perfil 

eletroquímico dos sensores construídos; 

 

 Aplicar os sensores construídos na determinação do pesticida clorpirifós em 

amostra de alimento. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

3.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS 

  

As soluções utilizadas foram preparadas empregando-se água purificada de 

qualidade Milli-Q (ρ = 18,2 MΩ cm), e todos os reagentes utilizados foram de grau 

analítico. A argila montmorilonita foi adquirida da Source Clays, Clay Mineral Society, 

Universidade do Missouri, Columbia, M.O., USA, previamente purificada e liofilizada 

no Laboratório de Fotoquímica do Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas, 

da Unesp, Câmpus de São José do Rio Preto. As sequências peptídicas (NH3
+ – Glu 

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

COO-) e (NH3
+ – His – Glu – Tyr – Lys – Pro – Ser – COO-) foram sintetizadas no 

Laboratório de Purificação e Caracterização de Peptídeos, no Departamento de 

Bioquímica e Tecnologia Química, sob responsabilidade do Prof. Saulo Santesso 

Garrido, do Instituto de Química, da Unesp, Câmpus de Araraquara. As soluções de 

cloreto de potássio 0,1 mol L˗1, ferrocianeto de potássio 1,0 x 10˗3 mol L-1, 

ferricianeto de potássio 1,0 x 10˗3 mol L˗1, clorpirifós 1 x 10-3 mol L-1, foram 

preparados a partir dos reagentes adquiridos da Sigma Aldrich. 

 Para as medidas eletroquímicas utilizaram-se os seguintes eletrodos: um 

eletrodo de disco de platina de diâmetro 1 mm, modificado com as suspensões de 

argila e de argila modificada com as diferentes sequências peptídicas, como eletrodo 

de trabalho (ET): platina; um eletrodo prata/cloreto de prata em KCl 3,0 mol L˗1 como 

eletrodo de referência (Ag|AgCl|KCl(sat)); e como eletrodo auxiliar, um eletrodo espiral 

de platina de área geométrica estimada em 20 mm2 (espiral Pt). O eletrodo de 

trabalho, após as modificações, foi investigado aplicando-se as técnicas 

eletroquímicas espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS) e voltametria 

cíclica (VC), para a obtenção das medidas eletroquímicas. Um capacitor de 0,1 µF 

foi conectado entre os eletrodos de referência e auxiliar para evitar ruído a baixas 

freqüências. As medições foram conduzidas em uma célula eletroquímica contendo 

os três eletrodos, com 5 mL de eletrólito de suporte (solução KCl 0,1 mol L-1) na 

presença do par redox Fe(CN)6
3˗/4˗ (1 x 10˗3 mol L-1). Para as medidas de EIS foi 

empregado EOC, amplitude de 15 mV (rms), 10 pontos/década e intervalo de 

frequência de 100 kHz a 10 mHz, equipamento EG&G PAR - modelo 283. Para a 
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obtenção das medidas de VC foi utilizado um potenciostato da marca Eco Chemie, 

Autolab, modelo PGSTAT 30. 

 Para a análise termogravimétrica (TG/DTG) e diferencial (DTA), o intervalo de 

temperatura utilizado foi de 0 a 600 ºC, com uma razão de aquecimento (β) de 10 ºC 

min-1, em atmosfera de N2, empregando o equipamento da marca TA Instruments, 

modelo SDT 2960. Para as análises de calorimetria exploratória diferencial (DSC) foi 

empregado equipamento da marca Mettler Toledo modelo DSC 1, em atmosfera de 

ar, com variados intervalos de temperatura, com razão de aquecimento (β) de 10°C 

min-1. Para a análise de infravermelho (IR) utilizou-se o equipamento da marca 

Bruker, modelo Vertex 70, intervalo de medida de 400 a 4000 cm-1. A distância 

interplanar basal dos nanocompósitos foi investigada a partir da técnica de difração 

de raios X (DRX), utilizando-se de um equipamento da marca Siemens, modelo D-

5000, Diffrac Plus XRD Commander, fonte da radiação incidente CuKα com detector 

de cintilação e monocromador de grafite, sendo os dados coletados em uma faixa 

angular (2θ) entre 5° e 80°, e passo de 1° min-1. A caracterização morfológica dos 

filmes que constituíam o sensor construído foi realizada empregando-se um 

microscópio eletrônico de varredura de alta resolução, da marca JEOL, modelo 7500 

F, operando sob tensão de 20 kV e ampliações no intervalo de 40 ‒ 100.000 . 

 

3.2 CONSTRUÇÃO DOS SENSORES 

 

 Neste trabalho foram utilizadas três sequências peptídicas diferentes que 

mimetizam o sítio ativo da enzima acetilcolinesterase.  Tais sequências foram 

propostas de acordo com estudos de modelagem molecular, realizados em 

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

(UniTE). Água purificada de qualidade Milli-Q foi utilizada para o preparo das 

soluções estoques dessas sequências, bem como nas posteriores diluições. Todas 

as soluções foram mantidas sob refrigeração a 4 °C. Os aminoácidos presentes em 

cada sequência peptídica, a massa molecular e a concentração das soluções 

estoque são mostrados na Tabela 4.  
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Tabela 4 – Sequências peptídicas utilizadas 

Sequência 

Peptídica 

Sequência de aa Massa Molar 

(g mol
-1

) 

Concentração 

(mol L
-1

) 

1 NH3
+
 – Glu – His – Gly – Gly – Pro – Ser – COO

-
 582,56 1,2 x 10

-4
 

2 NH3
+
 – His – Glu – Trp – Arg – Pro – Ser – COO

-
 810,86 2,5 x 10

-3
 

3 NH3
+ 

– His – Glu – Tyr – Lys – Pro – Ser – COO
-
 759,81 3,0 x 10

-3
 

 

O material precursor utilizado na modificação da superfície eletródica foi 

obtido pela agitação de uma suspensão aquosa de montmorilonita 0,11 g L-1 (SWy-

1) durante 24 h. Para a modificação da argila com os peptídeos, levou-se em 

consideração a CTC da montmorilonita [12], adotando-se, então, a proporção de 10% 

(m/m) argila/peptídeo. Partindo das soluções estoque dos peptídeos, cada um deles 

foi adicionado, separadamente, à suspensão de argila, na proporção definida, e 

agitado por 24 h, obtendo-se assim a montmorilonita organofílica modificada com as 

sequências peptídicas 1, 2 e 3, as quais foram doravante denominadas mix 1, mix 2 

e mix 3, respectivamente. A Figura 11 apresenta o fluxograma da preparação das 

suspensões de argila e mixes. 

 

Figura 11 – Fluxograma da preparação das suspensões de argila e mixes 

 

 

O método de modificação utilizado neste trabalho foi o método de adsorção, 

utilizando a técnica de imersão. Essa técnica é tipicamente realizada pela imersão 

manual de um substrato planar na solução do material de interesse, seguida por três 

fases de lavagem para remover o material fracamente aderido [101-106]. A modificação 

foi realizada pela seqüência de 3 imersões na suspensão de interesse (SWy-1, mix 
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1, mix 2 ou mix 3) com duração de 15 minutos cada, tomando-se o cuidado de 

efetuar a lavagem do eletrodo em água Milli-Q por imersão, sob agitação branda em 

3 etapas de 5 s cada, após cada modificação. Para a formação do filme, o solvente 

foi evaporado em estufa a 50 °C, por 5 min. Tal procedimento está embasado em 

resultados anteriores [27], de análise térmica, os quais garantem a remoção suficiente 

da água de superfície e da água ligada mais fracamente no interior da região 

interlamelar, sem o comprometimento da mesma, permitindo a adesão da argila 

sobre o substrato de Pt. A Figura 12 esquematiza o procedimento de construção do 

sensor. 

 
Figura 12 – Representação esquemática da modificação do eletrodo de platina por imersão 

 

 
 

Fonte: Figura do autor 

 
3.3 ESTUDO DA INTERAÇÃO ARGILA-PEPTÍDEOS 

 

 A fim de entender a influência dos materiais modificantes na superfície 

eletródica, primeiramente investigou-se a interação entre a argila montmorilonita e 

as sequências peptídicas. Para isso, foram utilizadas as técnicas de DRX, FTIR, 

TG/DTG, DTA e DSC e SEM. Para as técnicas de DRX e FTIR, foi preparado 

material sólido a partir de uma suspensão aquosa de SWy-1 5 g L-1 agitada durante 

24 h, e dos mix 1, 2 e 3, pela adição 10% em massa dos respectivos peptídeos à 

suspensão de argila, e agitados por mais 24 h. As suspensões resultantes foram 

secas em estufa à 50 °C para completa evaporação do solvente, resultando nos 

materiais sólidos. A Figura 13 mostra o esquema com as etapas realizadas no 

preparo dos materiais sólidos. 
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Figura 13 – Representação esquemática da preparação do material sólido a partir das suspensões 

da argila e mixes 

 

A difração de raios X é utilizada na análise de compostos cristalinos, 

fornecendo informações tanto qualitativa como quantitativa. A técnica é baseada na 

incidência da radiação sobre a amostra e na detecção do feixe difratado [107,108]. 

Essa técnica foi utilizada para a caracterização da argila, permitindo avaliar as 

variações no espaçamento basal das argilas modificadas em relação a sua 

precursora. As amostras sólidas de argila, mix 1, mix 2 e mix 3 foram enviadas ao 

GFQM-IQ para as medições de difração de raios X, que foram realizadas em 

triplicata. 

 Outra técnica importante para caracterização das amostras foi a 

espectroscopia na região do infravermelho. Essa técnica é muito utilizada em 

diferentes áreas da Química, podendo ser definida como um método instrumental 

utilizado na caracterização de diversas amostras, a partir da análise dos grupos 

funcionais presentes. A radiação eletromagnética interage com as moléculas ou 

átomos da amostra, resultando em um espectro [109,110]. É uma técnica bastante 

rápida, podendo ser aplicada na identificação de amostras nos estados sólidos, 

líquidos ou gasosos. Como a intensidade das bandas é proporcional à concentração 

dos componentes presentes, pode-se utilizar a técnica na realização de análises 

quantitativas. Dessa forma, a técnica é capaz de fornecer informações detalhadas 

sobre a estrutura de uma argila e as possíveis interações com materiais intercalados 

[103]. Para a obtenção dos espectros de FTIR, as amostras sólidas da argila e dos 

mixes foram enviadas ao Laboratório Multiusuários de Análises Química – IQ para a 

realização das medições de infravermelho, as quais foram realizadas em triplicata. 
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Na técnica de termogravimetria (TG), a perda ou ganho de massa de uma 

amostra é monitorada em função do aumento de temperatura, enquanto ela é 

submetida a uma programação controlada de temperatura. Essa técnica permite a 

obtenção de informações referentes à estabilidade térmica da amostra, sua 

composição, bem como as alterações provocadas pelo aquecimento na massa das 

substâncias, entre outras informações. A termogravimetria derivada (DTG) é um 

arranjo matemático, no qual se registra a variação de massa em função do tempo 

(dm/dt) [111]. A partir da técnica de DSC, com a qual mede-se a variação de ∆H como 

função do aquecimento e/ou resfriamento da amostra, é possível avaliar a 

estabilidade térmica das argilas e dos compostos intercalados durante o 

aquecimento ou resfriamento [108]. Para a obtenção das curvas térmicas, as amostras 

foram enviadas ao Laboratório de Análise Térmica – IQ, sob responsabilidade do 

Prof. Dr. Clóvis Augusto Ribeiro. Para as análises de TG/DTG e DTA utilizaram-se 

amostras sólidas da argila e dos mixes e para as análises de DSC foram utilizadas 

as respectivas suspensões. 

A microscopia eletrônica de varredura é outra importante técnica de 

caracterização, que permite a obtenção de informações a acerca da morfologia, bem 

como sua correlação com a composição química da amostra desejada [112]. Com 

essa técnica é possível avaliar diferenças na morfologia das partículas da argila e 

argilas modificadas quimicamente. Para as análises de microscopia os filmes de 

argila, mix 1, mix 2 e mix 3 foram formados pela deposição de 3 camadas das 

suspensões sobre substratos de platina, pelo método de imersão, e a cada camada 

depositada o substrato era lavados em água Milli-Q, levado a estufa a 50 °C por 5 

min. As análises de microscopia foram realizadas no Laboratório de Microscopia 

Eletrônica de Alta Resolução, localizado no prédio do Centro de Caracterização e 

Desenvolvimento de Protocolos em Nanotecnologia do Instituto de Química, Unesp 

– Araraquara. 

 

3.4 CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA DOS SENSORES 

 

O comportamento eletroquímico dos sensores construídos foi avaliado por 

meio de EIS e VC. Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas a temperatura 

ambiente e empregando uma gaiola de Faraday. Os experimentos foram realizados 

em triplicata. 
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3.4.1 Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIS) 

Os diagramas de impedância para a Pt e eletrodos modificados foram obtidos 

na presença de 1 x 10-3 mol L-1 do par redox Fe(CN)6 
3-/4-, e, KCl 0,1 mol L-1 (pH 7,0). 

As medidas EIS foram realizadas aplicando uma onda senoidal com amplitude de 15 

mV(rms) em potencial de circuito aberto (Eoc), e registrando 10 pontos/década, no 

intervalo de freqüência de 100 kHz a 10 mHz. Antes do registro dos dados do 

diagrama de impedância, todos os eletrodos foram submetidos ao mesmo programa 

de estabilização: 15 min no potencial de circuito aberto, seguido por 15 min 

aplicando o valor do Eoc com medição da corrente até que a estabilização fosse 

alcançada. Os valores de impedância foram analisados utilizando o software ZView2 

(Scribner Associates Inc.).  

As medidas foram realizadas inicialmente com o sensor contendo apenas 

argila, definido os parâmetros, para posteriormente realizar as medidas dos 

sensores construídos com mix 1, mix 2 e mix 3. Os parâmetros avaliados foram: o 

efeito da quantidade de camadas depositadas na superfície do eletrodo, o tempo de 

imersão nas suspensões, a razão argila peptídeo e a amplitude da onda senoidal. 

 

3.4.2 Voltametria Cíclica (VC) 

Os voltamogramas cíclicos para o eletrodo de trabalho (Pt) e eletrodos 

modificados foram obtidos em meio a 1 x 10-3 mol L-1 K3Fe(CN)6 e KCl 0,1 mol L-1 

(pH 7,0), a 25 °C, no intervalo de potencial de -0,7 a 0,5 V × Ag|AgCl|KCl(sat), na 

velocidade de varredura de 50 mV s-1. O efeito da variação da velocidade de 

varredura também foi avaliado, utilizando um intervalo de velocidade entre 50 e  

200 mV s-1, permitindo o cálculo da área eletroativa dos eletrodos modificados a 

partir da equação de Randless-Sevick [99,100] (2), na qual 𝐼𝑝𝑎  é a corrente de pico 

anódico, 𝐴 é a área eletroativa do eletrodo, 𝐷 é o coeficiente de difusão da espécie, 

 𝑛 é o número de elétrons envolvidos no processo, 𝑣 a velocidade de varredura e 𝐶0 

a concentração de espécie eletroativa. 

 

𝐼𝑝𝑎 = 2,69 𝑥 105  𝐴 𝐷
1

2  𝑛
3

2  𝑣
1

2  𝐶0   (2) 
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3.5 AVALIAÇÕES DOS SENSORES FRENTE AO PESTICIDA 

 

 Os sensores construídos foram avaliados frente ao pesticida clorpirifós. Para 

isso, foi preparada uma solução estoque do pesticida com concentração de  

1 x 10-3 mol L-1, tendo como solvente acetonitrila. As diluições posteriores foram 

realizadas utilizando água Milli-Q. 

. 
3.5.1 Análise da interação mix - pesticida  

Antes da aplicação eletroquímica, foi realizado um estudo preliminar sobre a 

interação do pesticida selecionado com a argila e com os mixes, utilizando a técnica 

de DSC. Tal estudo permitiu avaliar as possíveis interações nos sistemas propostos 

e sugerir aquele que possui maior afinidade mix-pesticida. 

 

3.5.1.1 DSC 

Para as medidas de DSC foram utilizadas amostras em suspensão. A Tabela 

5 mostra as informações referentes à composição das amostras analisadas, bem 

como a faixa de temperatura, o volume de suspensão utilizado e a respectiva 

massa. As suspensões utilizadas foram: montmorilonita 0,11 g L-1; mix 1 - 10% 

(m/m); mix 2 - 10% (m/m); mix 3 - 10% (m/m); clorpirifós 1 x 10-4 mol L-1. Todas as 

análises foram realizadas em triplicata, em atmosfera de ar estático, em cadinhos de 

Al de 50 µL, sem tampa. 

 

Tabela 5 – Informações referentes às amostras submetidas à análise DSC 

Sistema Componentes 
Intervalo de  
Temperatura 

( °C) 

Volume (µL) 
Massa 
Total 
(mg) 

SWy-1, 
ou Mix 

 
H2O Pesticida 

1 
2 

Argila 
Mix 1 

25 →  −40 → 200 
25 →  −40 → 200 

10 
10 

10 
10 

-- 
-- 

21,7 
22,3 

3 Mix 1 + Pesticida 25 →  −40 → 200 10 -- 10 24,3 

4 Mix 2 25 →  −40 → 200 10 10 -- 20,4 

5 Mix 2 + Pesticida 25 →  −40 → 200 10 -- 10 23,9 

6 Mix 3 25 →  −40 → 200 10 10 -- 26,1 

7 Mix 3 + Pesticida 25 →  −40 → 200 10 -- 10 26,0 

8 Argila     Ciclo 1: 25 →  −70 → 25 
    Ciclo 2: 25 →  −70 → 25 

    Ciclo 3: 25 →  −70 → 25 

    Ciclo 4: 25 →  −70 → 80 → 25 
    Ciclo 5: 25 →  −70 → 300 

10 10 -- 21,7 
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Sistema Componentes 
Intervalo de  
Temperatura 

( °C) 

Volume (µL) 
Massa 
 Total 
(mg) 

SWy-1, 
ou Mix 

 
H2O Pesticida 

       
9 Mix 1     Ciclo 1: 25 →  −70 → 25 

    Ciclo 2: 25 →  −70 → 25 
    Ciclo 3: 25 →  −70 → 25 

    Ciclo 4: 25 →  −70 → 80 → 25 

    Ciclo 5: 25 →  −70 → 300 
 

10 10 -- 22,3 

10 Mix 1 + Pesticida      Ciclo 1: 25 →  −70 → 25 

    Ciclo 2: 25 →  −70 → 25 

    Ciclo 3: 25 →  −70 → 25 
    Ciclo 4: 25 →  −70 → 80 → 25 

    Ciclo 5: 25 →  −70 → 300 

10 -- 10 24,3 

 

 

3.5.1.2 SEM 

Avaliou-se também as alterações na morfologia dos filmes dos mixes após a 

incubação na solução de pesticida. Na construção dos filmes foi utilizada a mesma 

metodologia descrita no item 3.3, obtendo-se os substratos modificados com os 

mixes. Após esse procedimento, cada substrato foi incubado na solução do pesticida  

1 x 10-3 mol L-1 por 5 min, lavado em água Milli-Q e seco em estufa a 50 °C por 5 

min, estando pronto para análise. 

 

3.5.2 Influência do tempo de incubação  

O parâmetro tempo de incubação do eletrodo no pesticida foi avaliado 

utilizando as técnicas de UV-Vis e VC. Na análise por UV-Vis foram utilizadas as 

suspensões dos mixes, adicionado 1 mL da solução de pesticida 1 x  10-3 mol L-1, 

agitado manualmente por 5 s. Foram realizadas medidas consecutivas, em 

comprimento de onda de 200 nm, imediatamente após e nos tempos 1, 2, 3, 4, 5, 10, 

20 e 30 min após a adição do pesticida ao meio reacional. Após essa análise geral 

da influência do tempo, foi utilizada a técnica de VC para garantir que não haveria 

alteração no perfil eletroquímico com diferentes tempos de incubação. Nesse caso, 

foram utilizados os tempos de 5, 15 e 30 min de incubação, apenas para o mix 1, 

admitindo comportamento semelhante para os outros mixes. 
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3.5.3 Influência do pH  

Visando verificar a influência do pH do eletrólito frente ao pesticida, foram 

realizadas medidas EIS para os três mixes. O ajuste de pH foi realizado utilizando 

soluções de HCl 0,1 mol L-1 e NaOH 0,1 mol L-1. Os pHs verificados foram de 4, 5, 6, 

7 e 8, uma vez que valores fora dessa faixa interferem diretamente na estrutura da 

argila e dos peptídeos. 

 

3.5.4 Construção da curva analítica 

 Após estabelecidas as condições experimentais para a preparação dos 

diferentes mixes, foram construídas as curvas analíticas para os sensores. As faixas 

de concentrações utilizadas para cada sensor é apresentada na Tabela 6. 

 

Tabela 6 – Faixa de concentração de clorpirifós utilizada na construção da curva analítica para cada 
sensor 

Sensor Menor Concentração 

(mol L
-1

) 

Maior Concentração 

(mol L
-1

) 

1 1,0 x 10
-8

 1,0 x 10
-7

 

3a 1,0 x 10
-8

 1,0 x 10
-7

 

3b 1,0 x 10
-7

 1,0 x 10
-6

 

 

 A partir das curvas analíticas foram calculados os limites de detecção (LD) e o 

limite de quantificação (LQ) para cada sensor, utilizando as equações (3) e (4). 

 

 𝐿𝐷 =  
3𝑆𝐷

𝑏
   (3)   𝐿𝑄 =

10𝑆𝐷

𝑏
   (4) 

 

Onde SD é o desvio padrão e b é o coeficiente angular da curva analítica. 

 

3.5.5 Aplicação em amostras de alimentos 

A eficiência do sensor construído foi testada pela medição da concentração 

de clorpirifós em amostra de tomate. As amostras foram adquiridas no comércio 

local, lavadas, cortadas e trituradas, com sementes e casca. Foi, então, pesado 2,0 

g da amostra, adicionado 10 mL de KCl 0,1 mol L-1 pH = 7,0 e levado a ultrassom 

por 15 min. Essa solução foi submetida a centrifugação a 10.000 rpm por 15 min. Do 

sobrenadante obtido foi pipetado 2,0 mL, fortificado com concentração conhecida do 

pesticida e diluído a 3,0 mL com KCl 0,1 mol L-1. Essa metodologia está de acordo 
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com a literatura [113]. Os sensores construídos foram, então, incubados na amostra 

por 5 min, lavados e secos em estufa à 50 °C. A concentração de clorpirifós na 

amostra foi obtida pela interpolação na curva analítica, os desvios padrões foram 

calculados e as porcentagens de recuperação foram obtidas aplicando a equação 

(5). Todas as medições foram realizadas em triplicata. 

 

% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 =  
[𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 ]𝑒𝑛𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜

[𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 ]𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜
 𝑥 100            (5) 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL ARGILA-PEPTÍDEOS 

 
4.1.1 Difração de raios X 

A Figura 14 apresenta os difratogramas de raios X obtidos para a argila sem 

modificação e para a argila modificada (mix 1, 2 e 3). No difratograma referente à 

argila pura há a presença de um pico de maior intensidade em 2θ igual a 28,7° e um 

pico de menor intensidade em 2θ igual a 7°. A análise dos difratogramas dos mixes 

permite observar que para os mixes 2 e 3 ocorreu o deslocamento do pico de menor 

intensidade para menores valores de 2θ (6,7° e 6,9°, respectivamente). Esse 

deslocamento do pico de difração para menores valores de 2θ pode ser melhor 

visualizado na ampliação da região de baixos ângulos apresentada na Figura 15, e 

indica o aumento do espaçamento entre as lamelas da argila, resultante da 

intercalação das moléculas peptídicas. Este comportamento é natural, uma vez que 

a modificação da argila pela inserção de substâncias orgânicas ou inorgânicas, pode 

levar ao aumento ou diminuição da região interlamelar. Por outro lado, a análise do 

difratograma referente ao mix 1 mostra o aumento no valor  de 2θ, de 7° para 7,4°, 

sugerindo que a distância interlamelar no mix 1, ao contrário dos outros mixes, 

dimiuiu. 

 
Figura 14 – Difratogramas de raios X obtidos para SWy-1 ( - ), mix 1 ( - ), mix 2 ( - ) e mix 3 ( - )  
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Figura 15 – Ampliação da região a baixos ângulos dos difratogramas de raios X obtidos para  

SWy-1 ( - ), mix 1 ( - ), mix 2 ( - ) e mix 3 ( - ) 
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Tabela 7 – Valores d001 calculados para SWy-1, mixes 1, 2 e 3 

Composto d001 (A) Δd 

SWy-1 12,56 -- 

Mix 1 11,99 -0,57 

Mix 2 13,24 0,68 

Mix 3 12,76 0,20 

 

É observável também, que para os mixes 2 e 3, houve uma diminuição nos 

picos de maior intensidade, quando comparados ao da argila pura. Essa informação, 

aliada ao cálculo da distância d001, mostrado na Tabela 7, permite inferir o aumento 

na região interlamelar, levando a confirmação de que as sequências peptídicas 2 e 3 

estão inseridas nas lamelas da argila, justificando esses aumentos. Já para o mix 1, 

o aumento do pico de maior intensidade, juntamente com o cálculo da distância 

interlamelar mostrou uma dimiuição no espaçamento basal da argila modificada. 

Provável motivo para essa diminuição pode ser atribuída a eliminação das moléculas 

de água presente no espaço interlamelar pela espécie inserida ou também ao tipo 

de intercalação da molécula peptídica entre as camadas da argila. 

Levando em consideração todos esses aspectos, a análise dos resultados de 

DRX sugere a efetiva intercalação das sequências peptídicas na estrutura da argila, 

obtendo-se três compósitos diferentes, quanto à estrutura e nas propriedades. 
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4.1.2 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho 

A primeira sequência de análises realizada foi argila, peptídeo 1 e mix 1, 

visando retirar informações acerca da contribuição de cada componente na 

formação do mix. Os espectros de infravermelho da argila, do peptídeo 1 e do mix 1 

são apresentados na Figura 16. 

 

Figura 16 – Espectros no infravermelho obtidos para a montmorilonita pura (-), o peptídeo 1 (-) e o 

mix 1 (-) 
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 A Figura 16 apresenta os espectros de IR obtidos para as diferentes 

amostras, sendo que a argila montmorilonita e o mix apresentaram bandas de 

absorção bem próximas. Porém ao se diminuir o número de onda houve o 

aparecimento de diferenças importantes entre esses espectros. As desconvoluções 

das curvas (Software: Origin 8.0, função Lorentziana) indicaram que o espectro do 

mix é o possível resultante da contribuição dos espectros da argila e do peptídeo, 

indicando que, de fato, houve a interação do peptídeo-argila, resultando em um 

compósito. A Figura 17 a mostra os espectros obtidos para a montmorilonita, bem 

como para os mixes 1, 2 e 3, e a Figura 17 b mostra a ampliação da região de 

número de onda de 2000 a 950 cm-1. 
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Figura 17 – (a) Espectros no infravermelho obtidos para a SWy-1 ( - ), mix 1 ( - ), mix 2 ( - ) e  

mix 3 ( - ); (b) Ampliação da região de número de onda de 2000 a 950 cm
-1 
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 As possíveis vibrações atribuídas às bandas dos mixes estão apresentadas 

na Tabela 8. É possível notar a presença de bandas na região entre 1440 e  

1456 cm-1 no espectro dos mixes, mehores visualizadas na Figura 17 b, as quais 

não estão presentes no espectro da argila, indicando a efetiva modificação da argila, 

nos três casos. Esses resultados estão de acordo com os resultados de DRX 

obtidos, os quais indicaram a formação dos três compósitos dos mixes. 
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Tabela 8 – Bandas atribuídas para o espectro obtido no infravermelho dos mixes 

Número de Onda (cm
-1

) Modos Vibracionais 

3624 vibração de estiramento do grupo hidroxila referente à água 

adsorvida entre as lamelas 

3377 vibração de estiramento do grupo OH referente à água 

adsorvida 

1629 deformação angular da água de hidratação 

deformação vibracional do grupamento H-O-H 

1440 - 1456 deformação angular no plano de grupos CH2 normalmente 

verificada em argilas modificadas quimicamente, pela 

inserção de grupos orgânicos em sua estrutura 

1376, 1311 bandas características das ligações C-N em compostos 

aromáticos, possivelmente oriundos dos peptídeos 

1117 bandas características das ligações Si-O 

1005 bandas características das ligações Si-O-Si 

915, 881, 842, 793 bandas características das camadas octaédricas do 

aluminossilicato Si-O-Al 

  

 

4.1.3 Análise térmica 

 Primeiramente, foi analisada a interação da sequência peptídica 1 com a 

argila, por meio de análise térmica TG/DTG. As curvas obtidas para a argila pura e o 

mix 1 são apresentadas nas Figuras 18 e 19, respectivamente. 

 

Figura 18 – Curvas TG/DTG e DTA para a (a) argila pura e (b) mix 1 
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Figura 19 – Remoção de água: a) DTG: argila pura, mix 1; b) DTA: argila, mix 1 e subtração das 
curvas DTA. Remoção peptídeo: c) DTG: argila. mix 1 e subtração das curvas DTA  

 

 A comparação das figuras revela um aumento de intensidade no pico de DTG, 

ao se comparar a SWy-1 e o mix 1, refletindo na variação da massa do solvente 

presente na superfície da argila e no interior da região interlamelar da argila. Esta 

diferença na quantidade de solvente presente na região interlamelar do mix 1 está 

refletido no incremento de 10 °C na temperatura de pico do mix 1 e sua colaboração 

fica explicita a partir da diferença das curvas DTA (Figura 19 - curva verde). Tal 

comportamento permite sugerir a incorporação da molécula orgânica utilizada na 

preparação do mix 1. 

O resultado da operação matemática para as curvas DTA mostra claramente 

que a inserção do peptídeo altera o perfil das curvas. A curva resultante da 

subtração das curvas DTA, Figura 19 c - curva verde, e Figura 19 b - curva verde, 

evidencia a contribuição de massa de água carreada com a inserção da molécula do 

peptídeo na região interlamelar. Na Figura 19 c, curva DTA (verde), em 

concordância com as curvas DTG magenta (argila) e vermelha (mix 1), evidenciam 
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sinais endotérmicos com Tpico em: 190 - 210 °C possivelmente referente à 

degradação inicial do peptídeo, 390 °C remoção de partes do peptídeo retido na 

região interlamelar devido ao fechamento da região com o aumento da temperatura, 

e a 552 °C, remoção de água de constituição da argila colapsando a estrutura [102]. 

Após a análise TG/DTA para o mix 1, comprovando que existe interação entre 

argila e peptídeos, a técnica térmica escolhida para análise das próximas 

sequências peptídicas foi DSC, por ser uma técnica mais sensível, permitindo um 

maior número de informações sobre essas interações. 

A Figura 20 apresenta as curvas térmicas de DSC para a montmorilonita e 

para os mixes, sistemas 1, 2, 4 e 6 apresentados na Tabela 5. Pode-se observar 

que todas as suspensões apresentam o mesmo perfil térmico, com poucas 

variações entre eles. A análise dessas curvas deve ser realizada por partes, para 

que nenhum processo acabe passando despercebido. Interpretando inicialmente o 

intervalo de temperatura de 20 a -20 °C é possível verificar que não há ocorrência de 

processos relevantes obtendo apenas uma pequena variação na linha de base, a 

qual deve estar associada a quantidade de água presente em cada suspensão 

(Figura 21 a). 

 
Figura 20 – Curvas DSC para a argila pura (-), mix 1 (-), mix 2 (-) e mix 3 (-) 
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Seguindo a curva de resfriamento observa-se que as diferentes suspensões 

apresentam diferenças no pico de congelamento da água, com os valores de Tonset 

variando entre -20 e -21°C (Figura 21 b). Esse valor pode estar relacionado com o 



54 
 

congelamento da água, que ocorre por volta de -20 °C. As temperaturas de pico 

para todos os compostos são, por volta de 2 °C, menos negativas que as Tonset, 

indicando que a cinética de congelamento dessas moléculas de água é rápida, o que 

acaba liberando calor e aquecendo o sensor. O pico de fusão referente ao mix 2 foi 

o que apresentou maior deslocamento para temperaturas mais baixas, indicando 

maior facilidade na cristalização dessas moléculas de água. Isso pode ser justificado 

pela estrutura tridimensional que se observa a partir da imagem SEM (Figura 26 - 

d). Os mixes 1 e 3 apresentaram comportamentos semelhantes. 

 
Figura 21 – Ampliação das curvas DSC de resfriamento em diferentes intervalos para a  

argila pura (-), mix 1 (-), mix 2 (-) e mix 3 (-) 
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 Analisando a curva de aquecimento, na primeira região, antes do pico de 

fusão da água, em temperaturas entre -40 e 0 °C, não há evidências de informações 

relevantes. O pico endotérmico referente à fusão da água apresenta valores 

diferentes de Tonset e Tpico para todas as suspensões (Figura 22). Os valores de 

Tonset para argila, mix 1, mix 2 e mix 3 são, respectivamente, 2,5, 2,4, 2,0 e 1,7 °C; 

enquanto os valores de Tpico para a mesma sequência de materiais são 13,7, 14,7, 

12,5 e 12,3 °C. Essas diferenças, tanto nas temperaturas de cristalização quanto 

nas temperaturas de fusão, indicam que cada um dos mixes estruturam a água ao 

seu redor de maneiras diferentes, devido às diferentes interações de cada sequência 

peptídica com a montmorilonita. 
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Figura 22 – Ampliação das curvas DSC de aquecimento no intervalo de  -5 °C a 45 °C para a argila 

pura (-), mix 1 (-), mix 2 (-) e mix 3 (-) 
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Na sequência foi realizada uma análise cíclica utilizando, inicialmente, a 

suspensão de argila (sistema 8), conforme mostra a Tabela 5. Os resultados obtidos 

são mostrados na Figura 23. 

 
Figura 23 – Análise cíclica: curvas DSC para argila montmorilonita. Ciclo 1: Ti = Tf = 25 °C,  
Tinv = - 70°C; ciclo 2: Ti = Tf = 25 °C, Tinv = - 70°C; ciclo 3: Ti = Tf = 25 °C, Tinv = - 70°C; ciclo 4:  
Ti = Tf = 25 °C, Tinv 1 = - 70°C, Tinv 2 = 80°C; ciclo 5: Ti = 25 °C, Tinv  = - 70°C, Tf = 300°C 
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Pela análise da Figura 23 pode-se observar que na curva de resfriamento o 

valor da Tonset do primeiro ciclo é de -22° C, podendo ser relacionada com o 

supercongelamento da água (T ~ -20°C), sistema no qual qualquer perturbação leva 

a solificação imediata.  Na medida em que os ciclos vão correndo, o sistema vai 
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sendo resfriado e aquecido, fazendo com que a Tonset no último ciclo chegue a um 

valor de -9°C, e observando, também, um alargamento no sinal de congelamento da 

água. Essas modificações podem ser atribuídas, possivelmente, a dois fatores: a 

deposição do material no fundo do cadinho na medida em que ocorre o resfriamento 

e o aquecimento, uma vez que a suspensão não foi agitada entre um ciclo e outro; 

ou a perda de água de cristalização da argila, de dentro dos tactóides. Assim, há o 

indicativo de estar havendo a perda de estabilidade do sistesma em questão, 

refletido na variação dos picos de cristalização da água. 

Analisando a curva de aquecimento, no intervalo de -70°C a 0°C, não é 

possível verificar informações relevantes, mas é importante aqui destacar tal fato, 

uma vez que essa região permite a diferenciação entre a argila pura e argilas 

modificadas. Destaca-se também o fato da argila estar em perfeitas condições de 

uso, não causando nenhum tipo de interferência, o que pode ser verificado 

justamente pela ausência de sinal nesse intervalo. 

Também na curva de aquecimento é possível observar a região de fusão da 

água. Nesse sentido, cabe relembrar que a argila se apresenta na forma de 

suspensão coloidal estável, e pode ter sua estrutura modificada devido aos diversos 

ciclos de resfriamento e aquecimento. Essa modificação na estrutura pode se dar 

devido a redistribuição das moléculas de água. A menor intensidade observada no 

último ciclo (curva verde) é resultado da evaporação prévia das moléculas de água, 

uma vez que no ciclo anterior houve o aquecimento do sistema a uma temperatura 

de 80 °C. Na última região a ser analisada, a partir de 125 °C, também não se 

observa nenhum fenômeno a não ser variação na linha de base, informação essa 

também de relevante importância para análises futuras. 

Após a análise de argila, analisou-se então, o mix 1, sistema 9 apresentado 

na Tabela 5. A Figura 24 mostra a curvas térmicas obtidas. 

A primeira vista, já é possível observar diferença no perfil das curvas térmicas 

para o mix 1 em relação a argila. Nesse compósito não houve o deslocamento dos 

picos de congelamento com o aumento do número de ciclos, sendo essa a primeira 

evidência da interação argila-peptídeo, corroborando com os resultados de TG/DTA 

apresentados e imagens SEM apresentadas adiante (Figura 26). 
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Figura 24 – Análise cíclica: curvas DSC para mix 1. Ciclo 1: Ti = Tf = 25 °C,  
Tinv = - 70°C; ciclo 2: Ti = Tf = 25 °C, Tinv = - 70°C; ciclo 3: Ti = Tf = 25 °C, Tinv = - 70°C; ciclo 4:  
Ti = Tf = 25 °C, Tinv 1 = - 70°C, Tinv 2 = 80°C; ciclo 5: Ti = 25 °C, Tinv  = - 70°C, Tf = 300°C 
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Entre o primeiro e o último ciclo há um estreitamento de picos, porém todos 

possuem inclinações bem próximas, apresentando, apenas, um sutil aumento a 

medida que tende-se para o último ciclo. Isso significa que ao congelar há uma 

grande liberação de energia, muito maior do que quando a água se encontra apenas 

sobre a argila pura (Figura 23). Isso fica evidenciado pelos valores Tonset e Tpico para 

a argila e para o mix. No primeiro caso há uma considerável separação de picos 

(Figura 23), já no caso do mix não há essa separação, obtendo-se um efeito muito 

semelhante entre os ciclos, indicando não haver perda de água no processo de 

congelamento e descongelamento, como visto para a argila pura. Dessa forma, a 

interação do peptídeo 1 com a montmorilonita aumenta a estabilidade do sistema, 

refletida na não separação dos picos de congelamento da água a medida em que os 

ciclos acontecem. 

 A análise da curva de aquecimento, na região de -70 °C a 0°C, permite a 

observação de fenômenos interessantes. Da mesma forma que acontece no material 

precursor, a medida que os ciclos vão correndo, observa-se uma mínima diferença 

na linha base, que está relacionada, conforme dito anteriormente, com a diminuição 

na quantidade de água total do sistema. A Figura 25 mostra a ampliação da região 

entre -60 e 2 °C, a partir da qual é possível verificar a presença de um pequeno 

sinal, nos primeiros ciclos. 
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Figura 25 – Ampliação das curvas DSC do mix 1 na região de -60 a 2°C 
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Observa-se a presença de um sinal exotérmico em regiões negativas de 

temperatura. Comportamentos desse tipo sugerem a presença de outro tipo de água 

na estrutura do material, denominada ―água ligada congelável‖, moléculas essas que 

estão ligadas ao material por ligações de curta distância, de forma que se congelam 

na varredura contrária. Esse tipo de água é importante, por exemplo, no caso de 

polímeros, pois permite sua biocompatibilidade. Dessa forma, a presença do 

peptídeo na superfície da argila confere a esta um caráter organofílico, tornando-se 

um sistema biocompatível. No último ciclo o sinal desaparece, reforçando a idéia de 

que esse sinal é associado a água presente no sistema, ou seja, a água que por 

algum motivo está descongelando antes da sua temperatura ideal. 

 

4.1.4 Miscroscopia eletrônica de varredura 

 As análises de microscopia foram realizadas para avaliar a morfologia dos 

filmes de nanocompósitos depositados sobre a superfície do eletrodo.  

A deposição da argila na superfície do substrato de platina se dá na forma de 

placas depositadas sobrepostas, observadas a partir das regiões de contorno, 

esbranquiçadas, presente no filme de SWy-1. Comportamento desta natureza é 

comum para este tipo de argila. É visível que toda a superfície do substrato está 

recoberta pelo filme de argila, porém essa cobertura não acontece de forma 

homogênea, em termos de espessura, muito possivelmente, uma vez que a 

deposição ocorre ao acaso. Como o filme de argila formado é muito fino, consegue-
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se observar, mesmo estando recoberto, ranhuras presentes no substrato de platina 

ao fundo. 

 
Figura 26 – Microscopias eletrônicas de varredura obtidas para o (a) substrato de platina e para os 
filmes de (b) montmorilonita, (c) mix 1, (d) mix 2 e (e) mix 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Por outro lado, para o depósito do mix 1, observa-se uma conformação 

totalmente diferente da argila pura, não se observando mais o substrato de platina. 

SWy 

Mix 1 Mix 2 

Pt 

(a) (b) 

(c) (d) 

Mix 3 

(e) 
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Considerando tal situação é possível sugerir que o filme depositado apresenta-se 

mais espesso que o filme obtido para a argila pura. Deve-se, ainda, salientar que 

com a inserção da molécula do peptídeo a argila se transforma em um compósito, 

denominado argila orgânica/organofílica, como dito anteriormente. A formação deste 

compósito modifica totalmente a formação das placas, no processo de deposição 

mecânica, gerando ―placas‖ que são menores que as placas da argila pura. Com a 

incorporação do peptídeo, os tactóides podem se unir pelas extremidades no plano 

XY, crescimento preferencialmente bidimensional e, ou apresentar um crescimento 

tridimensional, como verificado no caso das argilas modificadas com a molécula de 

8-hidroxiquinolina-Fe(III) [26]. 

O mix 2 e o mix 3 apresentam comportamentos semelhantes, nos quais 

também é possível sugerir a presença do filme, uma vez que a imagem não 

apresenta as ranhuras esperadas na superfície da platina devido ao polimento, 

permitindo inferir que o substrato está recoberto por filmes mais espessos. Para o 

mix 2 observou-se uma estrutura filamentosa, tridimensional, sem a presença de 

placas, quando comparado ao mix 1. Já o mix 3, também apresentou estruturas 

filamentosas, com ocorrência de placas que parecem crescer bidimensionalmente, 

porém essas placas são significativamente maiores que as do mix 1. 

Os arranjos superficiais dos mixes apresentaram-se totalmente diferentes do 

arranjo da argila, indicando a formação de argilas organofílicas. As partículas 

formadas pela incorporação do segundo e do terceiro peptídeo, apresentam-se 

diferentes das observadas para o mix 1, fato esperado devido às suas diferentes 

estruturas. Tais diferenciações ficam evidentes ao se comparar os picos observados 

na Figura 21: ao se retirar água do sistema, a orientação de formação dos tactóides 

ocorre de forma distinta, indicando que a retenção das moléculas de água em cada 

sistema é diferente. Assim, as interações ocorridas nos três compósitos são 

distintas, resultados de ações diferentes de cada um no momento em que ocorre a 

junção dos tatóides da argila que estão separados, levando a coberturas superficiais 

distintas, e para coberturas distintas, portanto, é de se esperar comportamentos 

distintos. 
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4.2 CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA DOS SENSORES 

 

Iniciou-se o estudo eletroquímico com a modificação do eletrodo de platina 

pela suspensão de montmorilonita, avaliação esta que serviu como base para a 

análise do comportamento eletroquímico dos sensores construídos com os mixes. O 

primeiro parâmetro analisado foi a quantidade de camadas depositadas na 

superfície do eletrodo. Esses ensaios são bem caracterizados na literatura [24, 26, 28]. 

Sabe-se que com o aumento das camadas de modificação com argila na superfície 

da platina, o sinal eletroquímico do par redox [Fe(CN)6] 
3˗/4˗ diminui, indicando a 

eficiência do recobrimento, uma vez que o filme de argila é um mau condutor, 

impedindo que as espécies em solução cheguem a superfície da platina para serem 

oxidadas/reduzidas, como pode ser verificado na Figura 27. 

O VC da Pt mostra picos bem definidos nas varreduras direta e reversa, os 

quais estão associados às espécies [Fe(CN)6] 
3˗/4˗presentes em solução, uma vez 

que na ausência do par redox não há o aparecimento de tais picos, como verificado 

na Figura 27 b. 

 
Figura 27 – (a) VCs obtidos para o eletrodo modificado com diferentes camadas de SWy-1 na 

presença de 1 x 10
-3

 mol L
-1

 [Fe(CN)6]
3-/4-

 em 0,1 mol L
-1

 de KCl, em pH 7,0. Pt (-), 1 camada (-),  
2 camadas (-), 3 camadas (-), 4 camadas (-), 5 camadas (-). (b) VCs para o eletrodo sem modificação 

e modificado com 3 camadas do filme de SWy-1 apenas em KCl 0,1 mol L
-1

, pH 7,0. Eletrodo de 
trabalho: Pt; Ageom: 0,014 cm

2
; v = 50 mV s

-1
. Eletrodo de referência: Ag|AgCl|KCl(sat) 
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A análise dos voltamogramas sugere um bom recobrimento da superfície do 

eletrodo a partir de duas camadas do filme de argila, avaliada pela diminuição da 

intensidade das correntes de pico. A fim de garantir a efetiva modificação da 

superfície eletródica e minimizar as possíveis variações nas medidas eletroquímicas, 

determinou-se como suficiente e apropriada a escolha de 3 camadas de filme para 

construção dos sensores. 

Definido o primeiro parâmetro, passou-se então para avaliação da influência 

do tempo de imersão do eletrodo na suspensão. Para isso, foram utilizados os 

tempos de 15, 30 e 60 min e os resultados são mostrados na Figura 28. Para todas 

as medidas de EIS a estabilização da corrente e do potencial foi obtida após 30 

minutos, tendo o EOC valor aproximado de 0,230 V ao início de cada medida. 

Para os diagramas de Nyquist obtidos nos diferentes tempos de imersão os 

valores de resistência a transferência de carga não apresentaram grandes 

diferenças, sendo obtidos 31,6, 29,8 e 30,2 kΩ para os tempos de 15, 30 e 60 min 

respectivamente. Da mesma forma, pequena diferença foi observada para as 

intensidades de correntes de pico nos voltamogramas, indicando a eficiência do 

recobrimento da superfície já com 15 min de imersão. Portanto, esse tempo foi 

determinado para os ensaios posteriores. 
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Figura 28 – (a) Diagramas no plano complexo obtidos experimentalmente para eletrodo modificado 
com SWy-1, nos diferentes tempos de imersão, na presença de 1 x 10

-3
 mol L

-1
 [Fe(CN)6] 

3-/4-
 em  

0,1 mol L
-1

 de KCl, pH 7,0. (b) voltamogramas cíclicos obtidos nas mesmas condições, com eletrodo 
de trabalho: Pt; Ageom: 0,014 cm

2
; v = 50 mV s

-1
; eletrodo de referência: Ag|AgCl|KCl(sat) 
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 Subsequentemente analisou-se o parâmetro de amplitude da onda senoidal. 

Para tanto, aplicou-se amplitudes nos valores de 5, 10 15 e 20 mV (rms), a uma 

frequência de 50 mHz. A Figura 29 mostra que todas as amplitude são adequadas 

para os ensaios, sendo a que mais se aproxima da linearidade é a de 15 mV (rms), 

e, portanto, a definida para os ensaios posteriores. 
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Figura 29 – Relação entre |Z|/|Z|5mV(rms) e diferentes amplitudes, aplicadas a uma frequência de 50 

mHz 
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Após definido a quantidade de camadas do filme, o tempo de imersão e a 

melhor amplitude para o sistema avaliou-se a razão massa/massa de argila: 

peptídeo para a formação do mix. Para essa avaliação utilizou-se a sequência 

peptídica 1, nas razões de 5, 10, 20 e 40% em massa do peptídeo em relação a 

massa de argila. A Figura 30 traz os diagramas de Nyquist para esses ensaios. 

 
Figura 30 – Diagramas no plano complexo obtidos experimentalmente para eletrodo modificado com 
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A resistência à transferência de carga aumenta com o aumento da razão de 

peptídeo na suspensão, até 20%. Quando se tem 40% em massa de peptídeo, 

possivelmente, há um excesso do material biológico em suspensão, fazendo com 

que a interação com a argila seja dificultada, o que leva a uma diminuição no arco 

capacitivo, indicando a presença de menor quantidade de material na superfície do 

eletrodo. Para garantir que todo o peptídeo adicionado realmente interagisse com a 

argila, a razão utilizada foi de 10% em massa de peptídeo em relação à massa da 

argila. Após o ajuste dos parâmetros, iniciou-se a investigação eletroquímica dos 

sistemas. 

A fim de investigar a caracterização da superfície e os mecanismos de 

transferência eletrônica das diferentes espécies presente na superfície do eletrodo, 

as técnicas de VC e EIS foram utilizadas. Os sensores foram construídos conforme 

descrito no item 3.2, e o primeiro passo foi calcular a área eletroativa dos eletrodos 

modificados. Para isso, utilizou-se VC variando-se as velocidades de varredura de 

50 a 200 mV s-1, na presença de 1 x 10-3 mol L-1 de [Fe(CN)6]
3-/4- em KCl 0,1 mol L-1,  

pH = 7,0, os resultados são apresentado na Figura 31. 

 
Figura 31 – VCs e relação de ipa em função de v

1/2 
para os eletrodos modificados com (a) SWy-1, (b) 

Mix 1, (c) Mix 2, (d) Mix 3, nas diferentes velocidades de varredura, na presença de 1 x 10
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modificados com SWy-1, mix 1, mix 2 e mix 3, respectivamente. Fato esperado, uma 

vez que a modificação com a argila aumenta a resistência a passagem de corrente, 

uma vez que é um mau condutor em comparação com a platina. Verificou-se que a 

incorporação das sequências peptídicas 1 e 3 na estrutura da argila promoveu 

interações que resultaram no aumento da área eletroativa quando comparados à 

montmorilonita pura. Já a incorporação do peptídeo 2, não levou a uma alteração 

significativa da área, indicando que a interação argila-peptídeo ocorre de uma 

maneria diferentes das outras duas. 

A Figura 32 apresenta a comparação entre os VCs obtidos para os diferentes 

sensores, nas mesmas condições e a Tabela 9 traz uma comparação dos valores 

potenciais de picos obtidos para cada caso. 

 

Figura 32 – VCs obtidos para o bare (-) e para os sensores construídos com SWy-1 (-),  
mix 1 (-), mix 2 (-) e mix 3 (-) na presença de 1 x 10

-3
 mol L

-1
 [Fe(CN)6]

3-/4-
 em 0,1 mol L

-1
 de KCl, em 

pH 7,0. Eletrodo de trabalho: Pt; Ageom: 0,014 cm
2
; v = 50 mV s
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Ag|AgCl|KCl(sat) 
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Tabela 9 – Valores de Epa, Epc e ∆Ep obtidos para os diferentes sensores 

 

Sensor Epa (V) Epc (V) ∆Ep 

Pt 0,291 0,177 0,114 

SWy-1 0,425 0,101 0,324 

Mix 1 0,394 0,119 0,275 

Mix 2 0,400 0,090 0,310 

Mix 3 0,347 0,142 0,205 
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Para o eletrodo sem modificação, um voltamograma típico do ferricianeto foi 

obtido, com correntes de pico em +0,291 V (pico anódico) e +0,177 V (pico 

catódico). As modificações da superfície eletródica com SWy-1 e mixes alteraram os 

potenciais de pico, como visto na Tabela 9. Sequaris [114] relata semelhante 

modificação dos Ep do eletrodo de platina quando modificado com montmorilonita 

sódica. Na medida em que ocorre a modificação da superfície eletródica há um 

aumento na separação dos picos catódicos e anódicos (∆Ep), aumento esse que, 

juntamente com a não definição clara das correntes de picos, indicam um 

impedimento significativo na reação de transferência de carga envolvendo o par 

redox [Fe(CN)6]
3-/4-. Observa-se que a transferência eletrônica é dificultada para os 

eletrodos modificados, uma vez que as intensidades dos picos diminuíram em 

comparação ao bare Pt. A modificação com SWy-1 bloqueia a superfície eletródica 

dificultando a chegada da espécie eletroativa. A incorporação das diferentes 

sequências peptídicas na estrutura da argila, faz com que os compósitos resultantes 

(mix 1, mix 2 e mix 3) se depositem na superfície do eletrodo de tal forma que ocorra 

menor  recobrimento, facilitando a transferência de cargas até a superfície do 

eletrodo. O recobrimento máximo da superfície pode ser obtido pela equação (5): 

 

𝜃𝐶𝑉 = 1 −  
𝐼𝑝

𝐼𝑝 ,𝑏𝑎𝑟𝑒
       (5) 

 

onde Ip e Ip,bare representam as correntes de pico de oxidação para os íons  

[Fe(CN)6]
-4 nos eletrodos modificados e para o branco, respectivamente. O 

recobrimento superficial pode ser influenciado pela rugosidade da superfície, e 

também pelo modo como as sequências peptídicas interagem com a estrutura da 

montmorilonita, uma vez que podem estar localizadas na superfície e/ou no interior 

das lamelas da argila. Os valores estimados de recobrimento da superfície eletródica 

foram θ = 0,65 para a montmorilonita, θ = 0,42 para o mix 1, θ = 0,35 para o mix 2 e 

θ = 0,42 para o mix 3. Esses resultados estão em concordância com as análises de 

infravermelho, raios X, análise térmica e microscopia, as quais indicaram a efetiva 

modificação da estrutura da argila com as sequências peptídicas utilizadas. 

Como se sabe, a EIS é um efetivo método para monitoramento da superfície 

de eletrodos, bem como das modificações ocorridas nela. A Figura 33 apresenta os 
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diagramas de Nyquist para o branco e sensores construídos, na presença de  

1 x 10-3 mol L-1 de [Fe(CN)6]
3-/4-.  

 
Figura 33 – Diagramas no plano complexo obtidos experimentalmente para o bare (-) e para os 
sensores construídos com SWy-1 (-), mix 1 (-), mix 2 (-) e mix 3 (-), na presença de  
1 x 10
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 mol L
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Como visto há diferença notável nos diagramas no plano complexo para o 

branco e os eletrodos modificados com os filmes de argila e mixes. Os semicírculos 

localizados a altas freqüências correspondem à reação de transferência de carga, 

seguido pela região linear a baixas frequências. Nessa região a resposta de 

impedância é caracterizada pela transferência de massa da espécie redox para a 

superfície do eletrodo. Os dados foram tratados e a Figura 34 mostra o ajuste de 

cada diagrama aos circuitos equivalentes utilizados na simulação experimental. 

 
Figura 34 – Diagramas no plano complexo obtidos experimentalmente (símbolos) e pelo ajuste do 

circuito elétrico (-) para (a) bare Pt, e para os eletrodos modificados com (b) SWy-1, (c) Mix 1, (d) Mix 

2 (e) Mix 3, na presença de 1 x 10
-3

 mol L
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 [Fe(CN)6] 
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Os dados de impedância experimental para o branco foram bem descritos 

pelo circuito de Randles, mostrado na Figura 33. Nesse circuito, Rs é a resistência 

da solução (0,1 mol L-1 KCl, pH 7,0), Rct é a resistência a transferência de carga 

correspondente a oxidação e redução da espécie redox [Fe(CN)6]
 3-/4-, CPE1 é a 

constante de fase e corresponde a capacitância da dupla camada elétrica e ZD é a 

impedância difusional, melhor representada por CPE2. Nesse circuito o capacitor foi 

substituído pela constante de fase (CPE1) devido à distribuição heterogênea de 

corrente na superfície do eletrodo, como conseqüência da rugosidade da superfície, 

defeitos de superfície e não homogeneidade. A Tabela 10 mostra os parâmetros que 

melhor se ajustaram aos dados experimentais. 

O valor S2 próximo a 10-4, e o baixo erro relativo acerca de cada parâmetro 

indicam que um bom ajuste foi obtido. Rct é um importante parâmetro para descrever 

a capacitância da dupla camada elétrica conectada com a capacitância do filme 

depositado na superfície eletródica. 
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Tabela 10 – Parâmetros obtidos através dos dados de impedância experimental 

 
Rs  

(ꭥ cm
2
) 

CPE1  
(µF cm

-2 
s

α-1
) 

α1 

 
Rct  

(ꭥ cm
2
) 

CPE2  
(µF cm

-2 
s

α-1
) 

α2 Rdiff 

(ꭥ cm
2
) 

S
2
 

Pt 3,9 80,71 0,90 27,72 7114 0,498 -- 2,86 x 10
-4

 

SWy-1 4,29 36,68 0,92 267,1 5140 0,52 4162 3,92 x 10
-4

 

Mix 1 3,92  61,34  0,88  96,19  7008  0,49  4610  2,40 x 10
-4

 

Mix 2 3,71 50,86 0,84 249,13 6696 0,52 2521 2,36x 10
-4

 

Mix 3 3,67 86,63 0,82 171,31 6312 0,54 3079 3,67 x 10
-4

 

a
 RCT,app = RCT/(1 - θ); capacitância = CPE (ωmax)

α-1
. 

b
 Variância do erro residual; s é a frequência complexa ou operação de 

diferenciação no domínio da freqüência s ≡ jw, e α é o expoente. 

 

De acordo com os resultados, uma baixa resistência a transferência de carga 

foi observada para o branco Pt. A modificação da superfície do eletrodo gerada pelo 

filme de argila introduz uma barreira para a transferência eletrônica interfacial, a qual 

é claramente indicada pelo aumento significativo no valor Rct, devido à baixa 

condutividade do filme de argila [115].Quando comparado com a argila, os diagramas 

de Nyquist obtidos para os mixes 1 e 3 mostram significante decréscimo na 

resistência a transferência de carga. Esses resultados indicam um notável aumento 

na condutividade do material devido à presença das sequências peptídicas. Esses 

resultados corroboram com os obtidos para VC, indicando maior facilidade na 

transferência de cargas pelo filme de mix 1 e mix 3. Já o sensor construído com o 

mix 2 apresenta parâmetros bem próximos aos da argila, o que também está de 

acordo com resultados anteriores, indicando que entre os três sensores construídos, 

este seria aquele que apresentaria menor condutividade elétrica. 

 

4.3 AVALIAÇÕES DOS SENSORES FRENTE AO PESTICIDA 

 

Após determinado o comportamento eletroquímico de cada sensor, analisou-

se as interações entre cada compósito e o pesticida clorpirifós. Essa análise permitiu 

sugerir qual sensor seria o mais eficiente na detecção analítica do pesticida. Tais 

interações foram submetidas às técnicas de DSC e MEV, conforme descrito no item 

3.5.1. 
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4.3.1 Análise da interação mix-pesticida  
 
 
4.3.1.1 Análise Térmica  
 
A Figura 35 apresenta as curvas térmicas de DSC para o mix 1 na presença 

do pesticida clorpirifós, sistema 10 apresentado na Tabela 5. 

 
Figura 35 – Análise cíclica: curvas DSC para mix 1 na presença de clorpirifós. Ciclo 1: T i = Tf = 25 °C,  
Tinv = - 70°C; ciclo 2: Ti = Tf = 25 °C, Tinv = - 70°C; ciclo 3: Ti = Tf = 25 °C, Tinv = - 70°C; ciclo 4:  
Ti = Tf = 25 °C, Tinv 1 = - 70°C, Tinv 2 = 80°C; ciclo 5: Ti = 25 °C, Tinv  = - 70°C, Tf = 300°C 
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Pela análise da curva de resfriamento, verifica-se que os picos de 

congelamento da água continuam inclinados para a direta, semelhantemente ao que 

se observou para o mix 1 (Figura 24), porém intensificados pela presença do 

pesticida. Essa inclinação pode ser atribuída como característica dos mixes, uma 

vez que a montmorilonita não apresenta tal inclinação e a presença dos peptídeos 

na superfície da argila leva a uma alteração significativa do perfil dos picos de 

congelamento, liberando muita energia. A primeira e última curva apresentaram 

diferentes valores de Tonset, -23 e -21 °C respectivamente. Já nas curvas 

intermediárias praticamente não houve alteração desse valor, ficando próximo a  

-22 °C, como pode ser verificado na Figura 36, a qual traz a ampliação da região 

mencionada. 
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 Figura 36 – Ampliação das curvas DSC de resfriamento do mix 1 na presença de clorpirifós na 
região de -40 a -10 °C para os diferentes ciclos: 1 (-), 2 (-), 3 (-), 4 (-) e 5 (-) 
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O deslocamento do pico de congelamento do último ciclo para regiões de 

maiores temperaturas pode estar associado com a evaporação de uma parte das 

moléculas de água ocorrida no ciclo anterior (aquecido até 80 °C), pois quando há 

retirada de água do sistema, o material que resta em solução/suspensão tem um 

efeito mais intenso sobre a água restante, fazendo, assim, com que ocorra esse 

deslocamento do pico. 

 Analisando a curva de aquecimento, os sinais por volta de - 42 °C e - 6 °C 

não foram observados nas curvas da argila e dos mixes, portanto só podem estar 

associados a entrada do pesticida no sistema, ou seja, a inserção do pesticida leva 

ao aparecimento desses sinais endotérmicos. A Figura 37 mostra a ampliação 

dessa região. 

Ambos os picos vão diminuindo de intensidade conforme há um aumento no 

número de ciclos. Isso pode estar acontecendo devido aos diversos ciclos de 

congelamento e aquecimento promoverem a separação do material sólido do 

material líquido, ou estar sendo removida água associada ao sistema, fazendo com 

que ocorra uma perda de estabilidade. 
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Figura 37 – Ampliação das curvas DSC de aquecimento do mix 1 na presença de clorpirifós na 
região de -60 a 10 °C para os diferentes ciclos: 1 (-), 2 (-), 3 (-), 4 (-) e 5 (-) 
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Além dos sinais mencionados, há a presença de um terceiro sinal que pode 

ser verificado na Figura 38. Sinal esse aparenta ter caráter exotérmico e pôde ser 

observado mais claramente no segundo ciclo (linha vermelha). Esse sinal 

exotérmico, que já estava presente no mix 1 (Figura 25) mas que foi intensificado, 

pode estar associado a uma segunda camada de água ligada devido a ―chegada‖ do 

pesticida nessa estrutura. Essa água está sendo cristalizada a medida que está 

ocorrendo o aquecimento, e é a presença desse tipo de água que confere aos 

materiais o caráter biocompatível, como dito anteriormente.  

 
Figura 38 – Ampliação das curvas DSC de aquecimento do mix 1 na presença de clorpirifós na 
região de -50 a -5 °C para os diferentes ciclos: 1 (-), 2 (-), 3 (-), 4 (-) e 5 (-) 
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Assim, esses três sinais encontrados foram atribuídos à presença e a 

interação do pesticida com o mix, uma vez que ele altera toda a distribuição de 

moléculas de água na estrutura do compósito, reorganizando essa superfície e 

permintindo a entrada de moléculas de água que são passíveis de serem 

congeladas. 

A última região que pode fornecer informações interessantes é a partir de  

130 °C. Nessa região não foram encontrados picos nas curvas da argila e do mix, 

como pode ser verificado na Figura 39. Assim, qualquer sinal encontrado nessa 

região pode ser atribuído ao pesticida. 

 
Figura 39 – Ampliação das curvas DSC da SWy-1 (-), mix 1 (-) e mix 1 + pesticida (-), na região de 
172 a 294,5 °C 
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A curva térmica do mix 1 na presença do pesticida na região ampliada 

apresenta dois sinais endotérmicos, em 225 e 233,5 °C, possivelmente referente à 

quebra de ligações devido ao início da degradação do material, o qual é estável 

termicamente até temperaturas próximas a 180 °C. Em temperaturas acima de 

280°C ocorre o início da queima, verificada por sinais exotérmicos. Dessa maneira, a 
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insersão da molécula de clorpirifós na estrutura do mix 1 provocou significantes 

alterações nas curvas térmicas, indicando a efetiva interação do pesticida com o 

compósito analisado. 

Na sequência analisou-se as interações dos outros compósitos frente ao 

pesticida clorpirifós. A Figura 40 mostra as curvas térmicas obtidas. Os mixes 1 e 3 

apresentam comportamentos semelhantes, enquanto o mix 2 se apresenta 

diferentemente dos outros. 

 
Figura 40 – Curvas DSC para o mix 1(-), mix 2 (-) e mix 3(-) na presença de clorpirifós 
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Analisando a curva de resfriamento, há o deslocamento dos picos de 

congelamento de água nos mixes quando comparados ao pico da argila, porém com 

a adição do pesticida observa-se uma atenuação desses picos e conseqüente 

alargamento dos mesmos. Assim, a quantidade de água presente em cada sistema 

é semelhante, uma vez que a área embaixo da curva praticamente não se altera. A 

Figura 41 mostra comparação de cada sistema com o precursor. 

A comparação das curvas dos mixes, na ausênca e na presença do pesticida, 

fornece informações importantes com relação aos efeitos que ocorrem na superfície 

do material. Os três mixes na ausência do pesticida parecem responder de forma 

semelhante: nos mixes 1 e 2 há o deslocamento dos picos para regiões mais a 

direita, enquanto no mix 3 há o deslocamento do pico para regiões mais a esquerda 

quando comparados a montmorilonita, mas  em todos ocorre o deslocamento de 

pico, indicando que os tipos de água superficial estão mudando. 
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Figura 41 – Curva DSC de resfriamento para: (a) SWy-1 (-) e mix 1 na ausência (-) e na presença do 
pesticida (-); (b) SWy-1 (-) e mix 2 na ausência (-) e na presença do pesticida (-); (c) SWy-1 (-) e mix 3 
na ausência (-) e na presença do pesticida (-) 
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A inserção da molécula de pesticida provoca o atenuamento e alargamento 

dos picos, fato diretamente relacionado com os tipos de água presente na superfície 

do material, indicando que dependendo do sistema em questão essas água tem 

naturezas distintas. O sinal do mix 1 se apresenta intermediário ao do mix 2 e 3. 

Esse fato pode ser melhor visualisado com a análise da curva de aquecimento, 

apresentada na Figura 42. 
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Figura 42 – Curva DSC de aquecimento para: (a) SWy-1 (-), mix 1 na ausência (-) e na presença do 
pesticida (-); (b) SWy-1(-), mix 2 na ausência (-) e na presença do pesticida (-); (c) SWy-1 (-), mix 3 na 
ausência (-) e na presença do pesticida (-) 
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Os mixes 1 e 3 na presença do pesticida apresentam maiores diferenças nas 

curvas de aquecimento, notadamente pela presença evidente dos picos em 

temperaturas próximas de -5 °C. Apresentam também um adiantamento do pico de 

fusão quando comparados aos mixes, com valores de Tonset de -0,5 e -1,3 °C para o 

mix 1 e 3, respectivamente. O mix 2 na presença do pesticida apresenta 

comportamento semelhante ao do mix 2 na ausência do pesticida, com uma mínima 

antecipação do sinal de fusão em 0,2 °C. Essa antecipação de sinal está relacionada 

a perturbação das águas superficiais dos sistemas com a entrada da molécula de 

pesticida, indicando uma efetiva interação entre eles. 

O comportamento distinto entre os diferentes mixes na presença do pesticida 

possivelmente está relacionado com a sequência de aminoácidos que compõe o 

peptídeo. O sítio ativo da enzima acetilcolinesterase é composto pela tríade 

catalítica (Ser 200-His 440-Glu 327), e a interação do pesticida com a enzima se dá 
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através da sua ligação com a histidina, inibindo a ação da enzima. Dessa forma, se 

a interação do peptídeo com a argila acontecer justamente pela histidina, o pesticida 

terá uma influência menor no sistema, porém se a interação do peptídeo com a 

argila, de alguma forma, deixar essa histidina mais ―exposta‖, a influência do 

pesticida sobre o sistema será maior. Assim, dependendo da posição desse 

aminoácido na sequência peptídica proposta, bem como da sua interação com a 

montmorilonita, pode haver maior ou menor afinidade com o pesticida, provocando 

maior ou menor perturbação do sistema, observado nas curvas térmicas pela 

presença de diferentes tipos de água. 

 

4.3.1.2 Microscopia eletrônica de varredura 
 

Após a análise da interação do pesticida clorpirifós com os mixes realizada 

por DSC, os filmes de mix, incubados na solução de pesticida foram submetidos a 

análise de microscopia, a fim de evidenciar as mudanças observadas na estrutura 

do material. A Figura 43 mostra as imagens SEM para os filmes dos mixes após a 

incubação na solução de clorpirifós. 

 
Figura 43 – Microscopias eletrônicas de varredura obtidas para o mix 1, mix 2 e mix 3, após a 
incubação na solução do pesticida 
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4.3.2 Influência do tempo de incubação e do pH 

 

Após a análise estrutural da interação mix-pesticida, avaliou-se o tempo de 

incubação mínimo necessário para garantir a efetiva modificação do sensor pelo 

pesticida. Essa análise foi realizada por UV-Vis e a Figura 44 apresenta os valores 

de absorbância obtidos com o passar do tempo e também a porcentagem de 

interação mix-pesticida. Para os três sensores, não houve variação significativa em 

relação a absorbância, bem como em relação a porcentagem de interação, a partir 

de 5 minuto. 

 

Figura 44 – Gráficos da absorbância em função do tempo de incubação na solução de pesticida  
1 x 10

-3
 mol L

-1 
para (a) mix 1, (b) mix 2 e (c) mix 3. λmax = 200 nm. Nos detalhes histograma da 

porcentagem de interação em função do tempo de incubação 
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 Após realizada a análise geral da influência do tempo de interação mix-

pesticida, aplicou-se a técnica de VC para garantir que não haveria alteração no 

perfil eletroquímico com os diferentes tempos de incubação. Admitindo-se 
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comportamentos semelhantes para os três mixes, a análise eletroquímica foi 

realizada apenas para o mix 1, e o resultado está apresentado na Figura 45. 

 
Figura 45 – VCs obtidos para o branco e para o sensor construído com mix 1 antes e após incubação 
na solução de pesticida 1 x 10
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Assim como observado nos espectros UV-Vis, os diferentes tempos de 

imersão na solução do pesticida não provocam mudanças significativas no perfil 

voltamétrico obtido. Dessa forma, optou-se pela utilização do tempo de incubação de 

5 min para os ensaios posteriores. 

Após a otimização do parâmetro tempo de incubação do pesticida para cada 

sensor construído, foi avaliado o efeito do pH do meio eletrolítico na resposta dos 

sensores após a incubação na solução de pesticida. A Figura 46 mostra o pH 7,0 

como aquele que apresentou melhor resposta para todos os sensores, sendo, dessa 

forma, o pH utilizado para as medições realizadas posteriormente. 

 
Figura 46 – Efeito do pH do eletrólito frente ao sensores incubados no pesticida clorpirifós por 5 min
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4.4 CONSTRUÇÃO DA CURVA ANALÍTICA 

 

De acordo com a análise da interação argila-peptídeos e mix-pesticida, 

observou-se comportamento diferente em relação ao sensor construído com o mix 2, 

possivelmente devido a sequência de aminoácidos não favorecer a interação com 

argila e com o pesticida clorpirifós. Dessa forma, a curva analítica foi construída 

apenas para os outros dois mixes, os quais apresentaram resultados mais 

satisfatórios nessas interações. 

Os sensores apresentaram resposta linear na faixa de trabalho estudada. A 

faixa de concentração do analito na qual o método pôde ser aplicado 

satisfatoriamente foi de 1 x 10-8 a 1 x 10-7 mol L-1 para o sensor 1, pois 

concentrações acima desses valores mostraram a tendência de se obter um 

patamar, indicando a saturação. O sensor 3 apresentou linearidade em duas faixas 

de concentração: de 1 x 10-8 a 1 x 10-7 mol L-1 (denominado sensor 3a) e 1 x 10-7 a  

1 x 10-6 mol L-1 (denominado sensor 3b). As qualidades das curvas puderam ser 

avaliadas pelos altos valores de R obtidos, indicando um bom ajuste dos pontos ao 

modelo matemático para os três casos. A Figura 47 mostra as curvas analíticas 

obtidas a partir dos valores de Rct para os sensores 1, 3a e 3b e os valores do LD e 

LQ, calculados de acordo com as equações (3) e (4), são apresentados na Tabela 

11. Todas as medições foram realizadas 5 vezes (n = 5). 
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Figura 47 – Curva analítica da resistência a transferência de carga em função da concentração do 
pesticida clorpirifós para: (a) sensor 1 e (b) sensor 3a, na faixa de trabalho de 1 a 10 (x 10

-8
) mol L

-1
; 

(c) sensor 3b, na faixa de trabalho de 1 a 10 (x 10
-7

) mol L
-1

. Medições realizadas na presença de  
1 x 10

-3
 mol L

-1
 [Fe(CN)6] 

3-/4-
 em 0,1 mol L

-1
 de KCl, em pH 7,0 
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Tabela 11 – Parâmetros analíticos obtidos a partir das curvas de calibração do pesticida clorpirifós 
para os sensores 1, 3a e 3b 

Sensor 
Faixa de Trabalho 

(mol L
-1

) 
LD 

(mol L
-1

) 
LQ 

(mol L
-1

) 
SD R 

1 1,0 x 10
-8

 a 1,0 x 10
-7

 2,40 x 10
-10

 7,80 x 10
-10

 3,67 x 10
-3

 0,9997 

3a 1,0 x 10
-8

 a 1,0 x 10
-7

 1,41 x 10
-10

 4,69 x 10
-10

 2,23 x 10
-2

 0,9999 

3b 1,0 x 10
-7

 a 1,0 x 10
-6

 1,06 x 10
-8

 3,53 x 10
-8

 5,38 x 10
-1

 0,9950 

 

 A equação obtida pela regressão linear da curva analítica forneceu 

informações para análise da sensibilidade do método. Os três sensores construídos 

apresentaram alta sensibilidade frente ao analito clorpirifós, observável pelos valores 

do coeficiente angular de cada curva analítica. Porém, ao se comparar os três 

sensores pôde-se verificar que o segundo apresentou-se cerca de 10 vezes mais 

sensível que o primeiro, e o terceiro apresentou sensibilidade cerca de 30 vezes 

maior que o primeiro caso. Dessa forma, as interações ocorridas na modificação da 

(a) 

(c) 
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montmorilonita com o mix 3 permitem uma maior sensibilidade frente ao pesticida 

clorpirifós, quando comparadas às interações da argila com o mix 1. 

Os limites de detecção e quantificação obtidos para esses sensores estão 

bem próximos aos valores encontrados na literatura para sensores utilizados na 

detecção de clorpirifós [44, 64, 93], apresentando a vantagem da simplicidade na 

metodologia de preparo dos sensores, resumida em poucas etapas, com tempo 

relativamente curto. A ANVISA determina o limite de detecção (LD) a partir dos 

valores de limite máximo de resíduos (LMR) toleráveis. Para amostras de alimentos, 

de acordo com o publicado no relatório PARA no período de 2013 a 2015, o valor de 

LD para clorpirifós é de 2,8 x 10-7 mol L-1. Os valores de LD obtidos para os 

sensores deste trabalho estão abaixo dos recomendados pela ANVISA. Dessa 

forma, os sensores construídos podem ser aplicados satisfatoriamente na detecção 

de clorpirifós em amostras de alimentos. 

 

4.5 APLICAÇÃO EM AMOSTRAS DE ALIMENTOS 

 

A eficiência do sensor construído foi testada pela medição da concentração 

de clorpirifós em amostra de tomate. A ANVISA não autoriza a aplicação desse 

pesticida em amostras de tomate, porém estudos revelaram a presença do 

contaminante em alimentos desse tipo. A amostra foi fortificada com concentração 

conhecida de pesticida e analisada por EIS. A Figura 48 apresenta os diagramas de 

Nyquist para os ensaios, na presença e na ausência do pesticida, e o valor da 

concentração foi obtido pela interpolação na curva analítica. As medições foram 

realizadas em triplicata. 
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Figura 48 – Diagramas no plano complexo obtidos experimentalmente para o sensores (a) 1 e (b) 3 
para a amostra de tomate na ausência (-) e na presença do pesticida (-). Medidas realizadas em meio 
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A exatidão do método foi avaliada pelos valores de porcentagem de 

recuperação, apresentados na Tabela 12, e mostram que a metodologia 

desenvolvida é sensível para o pesticida clorpirifós dentro do limite de 80 a 120% 

recomendado pela ANVISA.  

 

Tabela 12 – Percentual de recuperação do pesticida clorpirifós em amostra de tomate para os 
sensores 1 e 3a 

Sensor 
[adicionada] 

(mol L
-1

) 
[encontrada] 

(mol L
-1

) 
Recuperação 

(%) 

1 6,00 x 10
-8

  5,79 x 10
-8

 97 (± 6) 

3a 2,00 x 10
-8

  2,04 x 10
-8

 102 (±7) 
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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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PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
 
 Avaliação da estabilidade dos sensores construídos; 

 

 Avaliação da seletividade dos sensores empregando diferentes pesticidas; 

 
 

 Avaliação dos possíveis interferentes presentes em amostras de alimentos; 

 

 Validação metrológica do método desenvolvido.  
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