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RESUMO 
 

 Enzimas têm sido empregadas na construção de dispositivos para quantificação de 

substratos por meio de reação catalítica. Tratando-se de moléculas de alto peso molecular e 

estrutura complexa, tais compostos biológicos podem apresentar instabilidade, além do alto 

custo de produção. Neste contexto, a utilização de um peptídeo artificial, proposto por estudos 

de modelagem molecular para mimetizar o sítio ativo da acetilcolinesterase (AChE), foi uma 

alternativa investigada para o desenvolvimento de metodologia analítica para detectar 

pesticidas organofosforados e carbamatos, que em sua maioria apresentam mutagenicidade, 

elevada toxicidade e são inibidores da AChE, essencial na transmissão de impulsos nervosos. 

O trabalho envolveu a síntese, purificação e caracterização de duas sequências 

peptídicas, SEQPEP1: NH3
+-EHGGPS-COO- e SEQPEP2: NH3

+-CEHGGPS-COO-, obtidas 

por meio de metodologia em fase sólida, que apresentaram índice de pureza acima de 95 %, 

possibilitando aplicação analítica. À sequência peptídica SEQPEP2, foi inserido o aminoácido 

cisteína com a finalidade de imobilizá-lo de forma ordenada na superfície de ouro. Os estudos 

espectrofotométricos demonstraram uma forte interação (K = 4,10 x 105 M-1) do peptídeo com 

o pesticida diclorvós e a formação de um complexo com absorção máxima em λ = 250 nm. 

Como suporte para a imobilização do peptídeo, foram utilizados eletrodos de ouro à base de 

discos compactos graváveis (CD-R) (Au-CDtrodos). 

As condições experimentais de imobilização do peptídeo foram otimizadas sendo os 

melhores resultados obtidos com uma concentração de peptídeo de 1 x 10-3 mol L-1 e um tempo 

de incubação de 1 h à 25 ºC. A estratégia de inserir cisteína para imobilizar o peptídeo indicou 

recobrimento de 68 % da superfície. Demonstrou-se pelos experimentos a viabilidade do 

monitoramento da interação do peptídeo com o pesticida diclorvós pela inibição do pico de 

redução da histidina ao redor de -1,2 V. Os parâmetros da voltametria de onda quadrada 

foram otimizados para uma maior sensibilidade de detecção e fixados em uma frequência de 

250 Hz, amplitude de 50 mV e incremento de varredura de 10 mV. Para a interação adequada 

do peptídeo com o pesticida, a pré-concentração deve ser realizada em meio de solução 

tampão fosfato de sódio 0,01 mol L-1 pH 7,0 com um tempo de pré-concentração de 15 minutos. 

Com todas as variáveis do sistema otimizadas, construiu-se a curva analítica para o 

pesticida diclorvós, sendo obtidos limites de detecção e quantificação de 1,40 x 10-8 mol L-1 e 

4,66 x 10-8 mol L-1, respectivamente. Demonstrou-se a viabilidade do emprego da 

metodologia em amostras de cenoura e tomate sem qualquer pré-tratamento das mesmas. 



 
 

ABSTRACT 
 

Enzymes have been used in the construction of devices to quantify substrate by 

catalytic reaction. The disadvantages of biological materials as instability and high production 

cost are well known. Therefore, the design and development of artificial oligopeptides as a 

mimic of the acethylcholinesterase (AChE) binding site, preserving the highly selective 

biological properties, was the approach used in this study on the development of an analytical 

methodology for the detection of organophosphate and carbamate pesticides, because of their 

mutagenicity, high toxicity and the inhibition of acetylcholinesterase enzyme, which is 

essential for the transmission of nerve impulses. 

 This work have involved the synthesis, purification and characterization of two 

peptide sequences, SEQPEP1: NH3
+-EHGGPS-COO- and SEQPEP2: NH3

+-CEHGGPS-COO-, 

obtained by solid phase methodology, which have presented a purity degree above 95 %, 

enabling the analytical application. A cysteine amino acid was added to the peptide sequence 

SEQPEP2 in order to self assembly it on the gold electrode surface. The spectrophotometric 

studies have demonstrated a strong interaction (K = 4.10 x 105 M-1) between the peptide and 

pesticide dichlorvos, and the formation of a complex with absorption maximum at  

λ = 250 nm. As a support for the immobilization of peptide, were used gold electrodes based 

on recordable compact discs (CD-R) (Au-CDtrodes). 

 The experimental conditions for the immobilization of the peptide sequence were 

optimized, being the best results achieved by using a peptide concentration of 1 x 10-3 mol L-1 

and an incubation time of 1 h at 25 ºC. The strategy to add a cysteine amino acid for the 

immobilization of the peptide has indicated a surface recovery of 68 %. The experiments have 

shown the viability of monitoring the interaction between the peptide and pesticide dichlorvos 

by the inhibition of histidine reduction peak around -1.2 V. The square wave voltammetry 

parameters were optimized in order to achieve high sensitivity and were fixed in a frequency 

of 250 Hz, amplitude of 50 mV and scan increment of 10 mV. For an appropriate interaction 

between the peptide and pesticide, the preconcentration must be done in phosphate buffer 

solution 0.01 mol L-1 at pH 7.0 and a preconcentration incubation time of 15 minutes. 

 After optimizing all system parameters, the calibration curve was constructed for the 

pesticide dichlorvos, being obtained limit of detection and quantification of 1.40 x 10-8 mol L-1 

and 4.66 x 10-8 mol L-1, respectively. The viability to employ this methodology was 

demonstrated by the application in carrot and tomato samples without any pretreatment. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Pesticidas 

 
A agricultura brasileira tem se destacado com números cada vez mais expressivos, na 

produção, em área plantada, na exportação e na quantidade de tecnologias empregadas no 

campo. A demanda por alimentos faz com que tal crescimento leve também à utilização de 

maiores quantidades de pesticidas para garantir o aumento na produção agrícola1, colocando o 

Brasil como maior consumidor mundial. Mesmo com o melhoramento genético2-4, outra 

ferramenta responsável pelos grandes progressos agrícolas, cuja utilização de uma variedade 

melhorada contribui para o aumento da produção, os pesticidas continuam sendo muito 

empregados.  

No mundo, as perdas anuais devido à ação de pragas na agricultura chegam a  

1 bilhão de toneladas, correspondendo a uma redução de 20 a 30% na produção agrícola5. Os 

pesticidas, desde seu desenvolvimento, desempenham um papel importante no crescimento da 

agricultura moderna. A utilização destes compostos químicos que por um lado gera 

benefícios, por outro é responsável pela contaminação do solo, água e alimentos6. 

  Pesticidas são substâncias químicas, naturais ou sintéticas, utilizadas com a finalidade 

de prevenir a ação, controlar ou eliminar pragas indesejáveis ou prejudiciais à agricultura e à 

pecuária7. De acordo com o organismo alvo, os pesticidas são classificados como inseticidas, 

fungicidas, herbicidas, acaricidas, agrotóxicos dentre outros. Com a aplicação exagerada 

destes produtos químicos nas lavouras no país, o uso de pesticidas está deixando de ser uma 

questão relacionada especificamente à produção agrícola e se transforma em um problema de 

saúde pública e de preservação da natureza8. 

Os pesticidas podem ser divididos quanto ao modo de ação entre sistêmicos e de 

contato9. Os sistêmicos são aqueles que, quando aplicados nas plantas, circulam através da 

seiva por todos os tecidos vegetais, de forma a se distribuir uniformemente e ampliar o seu 

tempo de ação. Os de contato são aqueles que agem externamente no vegetal, tendo 

necessariamente que entrar em contato com o alvo biológico. E mesmo estes são também, em 

boa parte, absorvidos pela planta, penetrando em seu interior através de suas porosidades. 

Uma lavagem dos alimentos em água corrente só poderia remover parte dos resíduos de 

pesticidas presentes na superfície dos mesmos.  
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Neste caso, uma vez contaminados, estes alimentos levarão o consumidor a ingerir 

resíduos de pesticidas. Assim, sua determinação em alimentos e em amostras ambientais é 

relevante devido à sua permanência no meio ambiente e ao risco que estes compostos 

oferecem à saúde humana, podendo apresentar propriedades mutagênicas e carcinogênicas, 

dependendo da toxicidade, do grau de contaminação e do tempo de exposição durante sua 

aplicação10. 

  Pesquisadores constantemente tem enfrentado o desafio de encontrar formas mais 

eficientes e sustentáveis de combate às pragas. Tanto em pequenas quanto em grandes áreas, o 

uso desse tipo de insumo químico requer critérios rígidos, que por sua vez são estabelecidos a 

partir da interação dos diversos campos do conhecimento, como engenharia, agronomia, 

física, biologia, química e segurança do trabalho11. 

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é responsável pelo 

processo de registro de aditivos, pesticidas e drogas veterinárias e pela condução de avaliação 

do risco da exposição humana a estas substâncias e aos contaminantes em alimentos. 

Internacionalmente, procedimentos de avaliação do risco são conduzidos pelos comitês 

científicos da Organização Mundial de Saúde (OMS) e Organização para Alimentação e 

Agricultura (Food and Agriculture Organization - FAO) para subsidiar o estabelecimento de 

padrões alimentares pelo Codex Alimentarius12. 

A determinação de resíduos de pesticidas é fundamental para a estimativa da 

exposição humana e do meio ambiente a estes compostos, permitindo avaliar a conformidade 

da produção com as Boas Práticas Agrícolas (BPA), possibilitando decisões que visam 

garantir a segurança alimentar13. O limite máximo de resíduos (LMR) corresponde à 

quantidade máxima de pesticida legalmente aceita no alimento, em decorrência da aplicação 

adequada numa fase específica, desde sua produção até o consumo. É expressa em miligramas 

de resíduos por quilograma de alimento (mg kg-1). 

Atualmente, ações governamentais e também do setor privado estabelecem uma maior 

importância para a determinação de tais resíduos, sendo que há uma pressão crescente para o 

aperfeiçoamento do desempenho analítico, exigindo aumento da eficiência e diminuição do 

custo e do tempo das análises, através do desenvolvimento de métodos de ampla aplicação, 

rápidos, sensíveis e com resultados confiáveis. 

  Iniciado pela ANVISA em 2001, o Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos 

em Alimentos (PARA)14, tem o objetivo de monitorar continuamente os níveis de resíduos de 

agrotóxicos nos alimentos que chegam ao consumidor e adotar medidas de controle, 

promovendo a segurança alimentar e evitando possíveis danos à saúde humana. O lado 
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positivo do PARA é que o diagnóstico sobre os níveis de agrotóxicos presentes em alimentos 

tem chamado a atenção dos produtores e de autoridades da área agrícola em relação à 

aplicação desses produtos. Mesmo assim, ainda é grande a quantidade de irregularidades 

encontradas no uso de agrotóxicos. 

  Há três anos o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking de consumo de agrotóxicos no 

mundo. Um terço dos alimentos consumidos cotidianamente pelos brasileiros está 

contaminado pelos agrotóxicos, segundo alerta feito pela Associação Brasileira de Saúde 

Coletiva (ABRASCO), em dossiê lançado durante o primeiro congresso mundial de nutrição, 

o World Nutrition Rio 201215. O documento destaca que, enquanto nos últimos dez anos o 

mercado mundial de agrotóxicos cresceu 93%, o brasileiro aumentou 190%. Em 2008, o 

Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de liderança, representando uma fatia 

de quase 20% do consumo mundial de agrotóxicos e movimentando, só em 2010, cerca de 

US$ 7,3 bilhões, mais que os EUA e a Europa. A grande mensagem do dossiê  é que o Brasil 

conquistou o patamar de maior consumidor de agrotóxicos do mundo, o que motiva o vínculo 

da ciência à tomada de decisão política relacionada a seu controle. 

 Os organofosforados e carbamatos são atualmente os produtos mais usados na 

agricultura para uma diversidade de culturas, em residências e em animais e no controle de 

vetores, como pesticidas e praguicidas. Seu uso indiscriminado e a possibilidade de suas 

fórmulas apresentarem problemas à saúde humana, tais como neurotoxicidade, 

carcinogenicidade, mutagenicidade, alta toxicidade aguda e toxicidade reprodutiva torna 

extremamente necessário o desenvolvimento de metodologias para a quantificação de 

resíduos destes compostos16,17. 

 

1.1.1 Pesticidas organofosforados e carbamatos 
 

Os pesticidas organofosforados18 possuem em sua estrutura um átomo central de 

fósforo pentavalente ligado a um átomo de oxigênio ou enxofre, por uma dupla ligação. 

Embora menos persistentes no ambiente que os organoclorados, possuem efeito tóxico mais 

agudo para seres humanos e outros mamíferos, pois são inibidores irreversíveis da enzima 

acetilcolinesterase (AChE), essencial para a transmissão de impulsos nervosos. 

Já os carbamatos19 fazem parte de um grande grupo de praguicidas sintéticos, 

derivados de ésteres do ácido carbâmico, com substituintes aromáticos ou alifáticos nos 

átomos de oxigênio ou nitrogênio. Também são inibidores da AChE, porém, de forma 
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reversível, devido a formação de um complexo menos estável, permitindo a recuperação da 

AChE mais rapidamente. 

 

1.1.1.1 Diclorvós 
 

  O diclorvós20, fosfato de dimetil-2,2-diclorovinila, cuja fórmula estrutural está 

apresentada na Figura 1, é um pesticida organofosforado, líquido, de coloração âmbar, 

apresenta odor característico e é parcialmente solúvel em água (8 mg L-1 a 25 ºC). A molécula 

do diclorvós é estável ao aquecimento e é hidrolisada rapidamente em meio alcalino. Possui 

efeito muito tóxico, segundo atribuição na classe II em nível de toxicologia de pesticidas. 

 

P
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O

CH3

CH3
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ClH  
Figura 1. Fórmula estrutural da molécula do pesticida diclorvós. 

 

  O principal problema relacionado à utilização deste pesticida é que o emprego 

exagerado, tanto doméstico em aerossóis, no combate a moscas, baratas e pernilongos, como 

na agricultura e em formulações de uso veterinário para o controle de vermes, sarnas, 

carrapatos e piolhos em ovinos, bovinos, equinos, suínos e aves faz com que a contaminação 

se torne muito frequente. Segundo relatório de atividades da ANVISA divulgado em 

dezembro de 2011, o pesticida diclorvós, embora seja proibido para qualquer tipo de cultura, 

foi detectado em amostras de cenoura, maçã, pepino e tomate21. 

  Sendo o diclorvós um pesticida muito eficiente, ocasiona intoxicações tanto em 

animais quanto em seres humanos. Os pesticidas pertencentes as classes dos organofosforados 

e carbamatos reagem no sítio ativo do aminoácido serina da AChE22, que decompõe a 

acetilcolina após a transmissão dos impulsos nervosos de um neurônio a outro. Após a reação 

com o pesticida, a AChE não pode mais decompor a acetilcolina (Figura 2), que se acumula 

nos receptores sinápticos, impedindo as transmissões nervosas. 
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Figura 2. Esquema geral de inibição da acetilcolinesterase por pesticidas da classe dos 

organofosforados23. 

 

  Em mamíferos, estes efeitos caracterizam-se principalmente por lacrimejamento, 

salivação, sudorese, diarreia, tremores, distúrbios cardiorrespiratórios e morte24. O 

monitoramento destes pesticidas em níveis de traços é de grande importância devido aos 

efeitos que podem causar. 

 

1.1.2 Métodos de determinação de resíduos de pesticida 
 

A maioria das metodologias analíticas desenvolvidas para a determinação de resíduos 

de pesticida é baseada em técnicas cromatográficas25-27, cuja sensibilidade é bastante elevada. 

Dependendo do tipo de substância a ser utilizada e o detector empregado, podemos obter 

concentrações que variam de �g a ng L-1. No entanto, na maioria das vezes é necessária a 

realização de algumas etapas de preparação e pré-tratamento para remoção de interferentes da 

amostra. Esta etapa geralmente é longa e complexa, o que faz aumentar o tempo e o custo das 

análises, além do impacto ambiental. 
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Pérez-Ruiz et al.28 desenvolveram um sistema automatizado de extração em fase sólida 

e cromatografia líquida de alta eficiência que levou à determinação de traços de  

N-metilcarbamatos (bendiocarbe, carbaril, promecarbe e propoxur) em água e alimentos, com 

um limite de detecção de 3,9 ng L-1. Ma et al.29 desenvolveram um método rápido e efetivo de 

determinação de pesticidas organofosforados (diclorvós, metil paration, malation e paration) 

em águas subterrâneas por extração em fase sólida acoplada a cromatografia gasosa e 

espectrometria de massas, possibilitando atingir limites de detecção na faixa de 4-10 ng L-1. 

Wu et al.30 otimizaram um método de determinação de multiresíduos de pesticidas da 

classe dos carbamatos em amostras de chá através de cromatografia líquida de alta eficiência 

com detector de fluorescência. Os limites de detecção e quantificação atingiram a faixa de 

0,0005-0,023 mg L-1 e 0,0008-0,077 mg L-1, respectivamente. Raju et al.31 desenvolveram um 

método por cromatografia líquida de alta eficiência e espectrometria de massas para a 

determinação dos pesticidas organofosforados monocrotofós, clorpirifós e quinalfós em 

amostra de quiabo. A metodologia se mostrou eficiente e robusta para a determinação do 

LMR dos pesticidas. 

Sinha et al.32 desenvolveram um sistema de análise empregando cromatografia líquida 

de alta eficiência e espectrometria de massas na determinação de inseticidas e herbicidas 

organofosforados (quinalfós, triazofós e acefato) em amostras de uva e maçã. O método 

desenvolvido apresentou limite de detecção na faixa de 0,002-0,087 ng g-1. Liu et al.33 

investigaram um método para determinação de 5 pesticidas da classe dos carbamatos 

(metolcarbe, carbofurano, carbaril, isoprocarbe e dietofencarbe) em amostras de melancia e 

tomate por microextração dispersiva líquido-líquido e cromatografia líquida de alta eficiência 

com detecção por arranjo de diodos, apresentando um limite de detecção na faixa de 0,5 a  

1,5 ng L-1. 

Outra forma de análise baseia-se na reação catalisada pela AChE. A enzima catalisa a 

reação de hidrólise da acetilcolina formando colina e ácido acético, sendo que os pesticidas 

das classes dos organofosforados e carbamatos inibem esta reação. Para que a metodologia 

seja mais sensível, imobiliza-se a enzima na superfície do transdutor e monitora-se o 

decréscimo da grandeza física na ausência e na presença do pesticida. O dispositivo no qual a 

enzima é imobilizada na superfície do transdutor e o sinal biológico da reação com o substrato 

é monitorado denomina-se biossensor. 

Além da acetilcolinesterase, a literatura apresenta alguns artigos a respeito da 

construção de biossensores baseados em processo de inibição enzimática com outras enzimas, 

como a colina oxidase, fosfatase, glicose oxidase, lactato desidrogenase, peroxidase, 
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tirosinase e urease, sendo que a aceticolinesterase tem sido muito explorada principalmente 

pela sua seletividade e facilidade de obtenção na forma comercial. Os biossensores baseados 

em enzimas colinesterases mais estudados são os amperométricos, visto que a metodologia 

possui possibilidades reais de automação e miniaturização. Como suportes, estes sensores têm 

utilizado grafite, carbono, carbono vítreo, pasta de carbono, nanotubos de carbono, além de 

metais nobres, como o ouro, sendo tanto na forma de eletrodos convencionais, como de 

sistemas alternativos, como os do tipo impressos34. 

A aplicação de técnicas eletroanalíticas na análise de amostras complexas tais como 

amostras biológicas e ambientais algumas vezes requerem etapas de separações químicas. 

Contudo, são mais simplificadas, de menor custo e menor tempo de análise quando 

comparadas às metodologias de detecção cromatográfica. Em geral, as respostas obtidas com 

a utilização de técnicas eletroanalíticas são menos influenciadas pelos interferentes presentes 

nas amostras, o que tem possibilitado o uso destas técnicas na análise de pesticidas18. 

Raghu et al.35 desenvolveram um biossensor baseado na inibição da enzima 

acetilcolinesterase para determinação dos pesticidas metil paration e monocrotofós em 

amostras de água e frutas. O sistema apresentou um limite de detecção e quantificação de  

0,04 e 47 �g L-1 e 0,14 e 158 �g L-1 para o metil paration e monocrotofós, respectivamente.  

Sun et al.36 desenvolveram um biossensor amperométrico para pesticidas organofosforados, 

por meio da modificação do eletrodo de carbono vítreo com um sistema de duas camadas de 

membranas (quitosana e azul da Prússia), possibilitando a determinação do pesticida diclorvós 

com um limite de detecção de 2,5 ng L-1. 

Di Tuoro et al.37 discutiram a caracterização de um biossensor à base de eletrodo de 

pasta de carbono contendo a enzima acetilcolinesterase na determinação das concentrações 

dos pesticidas paraoxon e diclorvós. O sistema desenvolvido apresentou limites de detecção 

de 0,86 �g L-1 e 4,2 �g L-1 para o paraoxon e diclorvós, respectivamente. Su et al.38 utilizaram 

nanopartículas de ouro revestidas com nanocomplexo de silício na melhoria da sensibilidade 

do sensor eletroquímico baseado na AChE para a determinação do pesticida diclorvós, cujo 

limite de detecção encontrado foi de 8 ng L-1. 

Chauhan et al.39 desenvolveram um biossensor amperométrico baseado na enzima 

acetilcolinesterase imobilizada sob a superfície de eletrodo de ouro modificado com 

nanopartículas de óxido de ferro e nanotubos de carbono na determinação dos pesticidas 

organofosforados malation, clorpirifós, monocrotofós e ensosulfan, cujos limites de detecção 

foram de 0,1 nmol L-1 para o malation e clorpirifós, 1 nmol L-1 para o monocrotofós e  

10 nmol L-1 para o endosulfan. 
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Song et al.40 investigaram o desenvolvimento de um biossensor baseado em um 

eletrodo de carbono vítreo modificado com acetilcolinesterase e um híbrido de azul da prússia 

com quitosana na detecção do pesticida carbaril. A inibição da atividade da acetilcolinesterase 

pelo carbaril apresentou-se linear na faixa de 0,01 a 0,4 �mol L-1 e de 1 a 5 �mol L-1. O limite 

de detecção encontrado foi de 3 nmol L-1. 

Skladal et al.41 desenvolveram biossensores para determinação de pesticidas 

carbamatos (aldicarbe, carbaril, carbofurano, metomil e propoxur) em batata e cenoura, 

baseado em cinco diferentes colinesterases como elemento de reconhecimento e eletrodo 

impresso como transdutores amperométricos. O biossensor foi utilizado de forma direta sem 

qualquer pré-tratamento da amostra. 

 

1.2 Modelagem molecular 
 

  Uma das dificuldades na comercialização dos biossensores que utilizam a enzima 

acetilcolinesterase imobilizada em superfícies de eletrodos consiste na estabilidade de 

estocagem, uma vez que se trata de molécula biológica de alto peso molecular e estrutura 

complexa. Neste contexto, a utilização de um peptídeo artificial, proposto por estudos de 

modelagem molecular, e que mimetize o sítio ativo da AChE, é uma alternativa a ser 

investigada no desenvolvimento de sensores para a determinação de resíduos de pesticidas das 

classes dos organofosforados e carbamatos em alimentos. 

  A enzima acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) é um alvo bastante conhecido de 

muitas substâncias bioativas apresentando diferentes funções, como por exemplo, no 

tratamento terapêutico do Mal de Alzheimer pelo aumento da concentração da acetilcolina 

através da inibição reversível da hidrólise pela acetilcolinesterase, e no caso da inibição com 

pesticidas ocorre a diminuição da atividade enzimática causando falhas na transmissão dos 

impulsos nervosos42. 

  Estudos de modelagem molecular realizados pelo Prof. Dr. Marcello Mascini, da 

Universidade de Teramo, Itália (UniTE), que atua na área de biomiméticos, levaram à 

sequência peptídica que mimetiza o sítio ativo da AChE43 e que apresenta a tríade catalítica 

(Ser-220; His-440; Glu-327)44,45, responsável pela interação com o substrato: 

 

SEQPEP1:  

 

��3
+ − ��� − ��� − ��	 − ��	 − 
�� − 
�� − ���− 
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  O mecanismo de hidrólise da acetilcolina (Figura 3) envolve o ataque nucleofílico da 

serina ao carbono carbonílico da acetilcolina, gerando o intermediário tetraédrico estabilizado 

por ligações de hidrogênio, o qual produz colina livre e serina acetilada. Em seguida, a serina 

sofre uma hidrólise, recuperando o sítio catalítico da enzima. 

 

 
Figura 3. Mecanismo de hidrólise da acetilcolina23. 

 

  De uma forma geral, todo tipo de estudo que envolve a aplicação de modelos teóricos 

utilizando os conceitos de átomo e molécula na descrição de estrutura e propriedades de 

interesse em química pode ser classificado como modelagem molecular46. 

A aplicação de métodos computacionais no estudo e no planejamento de compostos 

bioativos tem se tornado uma prática rotineira nos dias atuais. O processo de desenvolvimento 

dessas moléculas, devido à sua complexidade, envolve necessariamente o trabalho de uma 

equipe multidisciplinar, que emprega um grande conjunto de métodos computacionais de 

modo sistemático de forma a facilitar e otimizar o processo de desenvolvimento de compostos 

bioativos, em uma constante troca de informações com grupos de síntese química e avaliação 

da atividade destes compostos47. 



INTRODUÇÃO                                                                                                                        34 

A comparação estrutural entre diferentes moléculas permite a geração de um índice de 

similaridade que pode ser correlacionado com a atividade biológica. A modelagem molecular 

também permite a visualização tridimensional do complexo ligante-receptor e fornece 

informações sobre os requisitos estruturais essenciais que permitem uma interação adequada 

do ligante. Esta ferramenta também tem o potencial de planejar teoricamente novas moléculas 

que satisfaçam as propriedades eletrônicas e estruturais para um perfeito encaixe no sítio 

receptor. Além disso, o conhecimento das conformações mais estáveis permite a sobreposição 

das mesmas com a conformação do ligante complexado no sítio, antecipando possíveis 

modificações estruturais que atendam aos requisitos conformacionais essenciais para 

interação com o receptor48. 

É comum em estudos de compostos bioativos que grandes coleções de estruturas 

precisem ser avaliadas e uma precisão excessiva pode comprometer um projeto de 

planejamento de novos bioligantes por causa do tempo envolvido nos cálculos. Muitas vezes, 

o maior desafio em um estudo de modelagem molecular aplicado no planejamento de 

compostos bioativos não é o uso dos seus métodos variados, mas sim desenvolver um modelo 

de trabalho simples, capaz de levar a resultados com rapidez e qualidade suficiente, 

fornecendo informações sobre o modo de interação e das características físico-químicas que 

influenciam na afinidade do ligante pelo receptor47,49. 

  O presente trabalho propõe a síntese e imobilização do peptídeo que mimetiza o sítio 

ativo da AChE em eletrodo de ouro (Au-CDtrodo), com fins de construção de dispositivo 

eletroanalítico para detecção de resíduos de pesticida em alimentos. Como o peptídeo simula 

o sítio ativo da acetilcolinesterase, sua afinidade por pesticidas deverá proporcionar a pré-

concentração do analito de interesse, obtendo-se um eletrodo capaz de operar com baixos 

limites de detecção e com bom desempenho. 

  Este conceito apresenta-se como alternativa mais simples e economicamente viável 

para a construção de sensores mais estáveis e com uma seletividade compatível com a 

oferecida pelos biossensores enzimáticos convencionais. 

  O desenvolvimento de sensores a base de compostos biomiméticos vem demonstrando 

ser uma área bastante promissora no desempenho destes dispositivos, principalmente quanto à 

estabilidade de estocagem. Dessa forma, este trabalho contribuirá para o screening de 

amostras de alimentos para exportação e também para a melhoria dos produtos fornecidos no 

mercado interno, atuando na melhoria da qualidade de vida da população. 
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1.3 Eletrodos de ouro 
 

  Superfícies de ouro têm sido amplamente utilizadas como transdutor para a construção 

de biossensores, devido à excelente capacidade de imobilizar moléculas na presença ou 

ausência de monocamadas auto-organizadas (self assembled monolayers - SAM), sendo que a 

SAM tem se tornado bastante utilizada, devido à simplicidade, versatilidade e da 

possibilidade de produzir, em escala molecular, estruturas altamente ordenadas, aproximando 

o sistema das condições conformacionais ótimas observadas nos ambientes biológicos 

originais50. 

  Monocamadas auto-organizadas à base de enxofre sobre a superfície de ouro são de 

grande interesse, pois a alta afinidade do grupamento tiol pelo ouro leva à formação de uma 

ligação S-Au extremamente forte51. Os mecanismos para a formação de SAM empregando 

moléculas com grupamento tiol (Equação 1) e dissulfeto (Equação 2)52 sobre uma superfície 

de ouro estão representados nas equações abaixo: 

 

� − 
 − � + ���
0  → �
− − ��+ ∙ ���

0 + 
1
2

 �2                            (1) 

 
�
 − 
� + ���

0  →  �
− − ��+ ∙ ���
0                                               (2) 

 
 

  Wu et al.53 utilizaram um peptídeo modificado com um aminoácido cisteína para 

imobilização em superfície de ouro e formação da SAM de peptídeo no desenvolvimento de 

um biossensor para reconhecimento de proteínas. Levy54 demonstrou o design de um 

pentapeptídeo contendo cisteína em sua composição para a formação da SAM em 

nanopartículas de ouro, que possibilitou a estabilização das nanopartículas e solubilidade em 

água, conferindo propriedades análogas de uma proteína. 

  No presente estudo, a sequência peptídica proposta por estudos de modelagem 

molecular foi sintetizada adicionando-se o aminoácido cisteína em sua estrutura, como 

estratégia para a imobilização direta na superfície do eletrodo de ouro, levando à formação de 

uma SAM de peptídeo: 

 

SEQPEP2:  

   

��3
+ − �	� − ��� − ��� − ��	 − ��	 − 
�� − 
�� − ���− 
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  Eletrodos descartáveis em estudos envolvendo pesticidas são de grande interesse, pois 

se trata de um dispositivo de baixo custo, de construção simples e rápida, e que pode ser 

descartado sempre que apresentar algum problema como em casos de formação de óxidos 

sobre sua superfície ou ainda contaminação. Assim, eletrodos construídos a partir de discos 

compactos graváveis (CD-Rs)55-57 de ouro apresenta-se como uma alternativa promissora no 

desenvolvimento de sensores eletroquímicos. 

  Discos compactos graváveis geralmente possuem de 4 a 5 camadas de material57 

(Figura 4). Cada disco contém uma base de policarbonato (a), como suporte mecânico para a 

unidade, uma camada muito fina de corante (ftalocianina) (b), que é sensibilizada durante o 

processo de gravação, seguido de uma camada nanométrica de ouro (c) coberta por um ou 

dois filmes poliméricos (d). 

  

 

 

 

 

 

Figura 4. Composição dos discos compactos graváveis (CD-Rs). 

 

  Foguel et al.58 desenvolveram um imunossensor amperométrico para doença de 

Chagas utilizando como transdutor discos compactos graváveis de ouro modificados com  

4-(metilmercapto)benzaldeído para a imobilização da proteína Tc85 de Trypanosoma cruzi. 

Cristea et al.59 utilizaram eletrodos de ouro à base de CD-Rs para a determinação de mercúrio 

em amostras de peixe através de injeção em fluxo e detecção por cronopotenciometria. 

  Paixão et al.60 demonstraram a fabricação de uma língua eletrônica descartável 

utilizando um filme de azul da Prússia eletrodepositado em superfície de ouro de CD-R para o 

reconhecimento de adulteração em leite. Kirkpatrick et al.61 utilizaram discos compactos 

graváveis de ouro na fabricação de eletrodos para sistemas de análise através de microchip 

com detecção amperométrica. 

 

1.3.1 Técnicas de caracterização da superfície eletródica 
 

  A superfície do eletrodo, assim como suas modificações, pode ser avaliada 

empregando-se técnicas eletroquímicas e de análise de superfície. Dentre as técnicas 

a 

b 
c 
d 
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empregadas na caracterização de monocamadas e da superfície do Au-CDtrodo, pode-se 

destacar a voltametria cíclica (VC), a espectroscopia na região do infravermelho (IR), a 

microscopia eletrônica de varredura com fonte de emissão de campo (FE-SEM), a 

espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDS), a difratometria de raios X (DRX) e a 

microscopia de força atômica (AFM). 

  A metodologia empregando a técnica de voltametria cíclica é baseada na comparação 

dos resultados obtidos entre a superfície do eletrodo não modificada e modificada com a 

monocamada. A extensão da transferência de elétrons entre espécies em solução e a superfície 

do eletrodo fornece uma idéia da integridade da SAM quanto ao grau de recobrimento da 

monocamada bem como os defeitos em sua formação (pinholes), que é muito importante para 

o desenvolvimento de (bio)sensores eletroquímicos62. 

  A técnica de espectroscopia no infravermelho com reflectância difusa transformada de 

Fourier – diffuse reflectance infrared Fourier transform spectroscopy (DRIFTS) fornece um 

espectro vibracional quando a luz incide em uma matriz, penetra na amostra e reflete 

contendo informações espectrais63,64. O caminho percorrido pela luz no interior da matriz 

pode ser considerado aleatório devido a múltiplas reflexões, algumas das quais após percorrer 

o interior de algumas partículas que constituem a amostra. 

Na microscopia eletrônica de varredura (SEM)65 os sinais de maior interesse para a 

formação da imagem são os elétrons secundários e os retroespalhados. À medida que o feixe 

de elétrons primários vai varrendo a amostra estes sinais vão sofrendo modificações de acordo 

com as variações da superfície. Os elétrons secundários fornecem imagem de topografia da 

superfície da amostra e são os responsáveis pela obtenção das imagens de alta resolução, já os 

retroespalhados fornecem imagem característica de variação de composição. Quando essa 

técnica se baseia em fontes de emissão de campo de feixe de elétrons, é chamada de FE-SEM. 

 Ao FE-SEM pode ser acoplado o sistema de EDS66, o qual possibilita a determinação 

da composição qualitativa e semi quantitativa das amostras, à partir da emissão de raios X 

característicos. Quando o feixe de elétrons incide sobre o material, os elétrons mais externos 

dos átomos e os íons constituintes são excitados, mudando de níveis energéticos. Ao 

retornarem para sua posição inicial, liberam a energia adquirida, que é emitida em 

comprimento de onda no espectro de raios X. Um detector instalado na câmara de vácuo do 

SEM mede a energia associada a esse elétron. Como os elétrons de um determinado átomo 

possuem energias distintas, é possível, no ponto de incidência do feixe, determinar quais 

elementos químicos estão presentes naquela amostra. 
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A DRX67 é uma das técnicas de análise estrutural mais empregada na determinação 

das fases cristalinas presentes em materiais. Ao incidir um feixe de raios X em um cristal, o 

mesmo interage com os átomos presentes, originando o fenômeno de difração. A difração de 

raios X ocorre segundo a Lei de Bragg, a qual estabelece a relação entre o ângulo de difração 

e a distância entre os planos que a originaram (característicos para cada fase cristalina). 

Dentre as vantagens da técnica de difração de raios X para a caracterização de fases, 

destacam-se a simplicidade e rapidez do método, a confiabilidade dos resultados obtidos (pois 

o perfil de difração obtido é característico para cada fase cristalina), a possibilidade de análise 

de materiais compostos por uma mistura de fases e uma análise quantitativa destas fases. 

Para a obtenção de imagens topográficas, a partir da microscopia de força atômica68, é 

empregada uma sonda constituída de uma fina ponteira (tip) acoplada a um “cantilever”, para 

realizar o rastreamento da superfície da amostra. A deflexão do “cantilever” é a resposta das 

forças de interações atômicas entre a ponteira e o substrato. À medida que a ponta varre a 

amostra ou a amostra é deslocada sob a ponta, os diferentes tipos de "acidentes geográficos" 

encontrados sobre a superfície fazem com que a interação mude. As variações das interações 

são os fatores que provocam diferentes deflexões. Essas diferenças, captadas no detector, são 

armazenadas e processadas por um computador, que as transformam em imagens topográficas 

da superfície. 
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2 OBJETIVO 
 

O objetivo geral deste projeto de pesquisa consiste no desenvolvimento de sensor 

biomimético para detecção de resíduos de pesticidas organofosforados e carbamatos em 

amostra de alimentos por meio de pré-concentração utilizando peptídeo que mimetiza o sítio 

ativo da enzima acetilcolinesterase. 

 

Assim, o desenvolvimento do trabalho foi dividido nas seguintes etapas: 

 

	 Síntese e caracterização do peptídeo que mimetiza o sítio ativo da AChE por meio de 

metodologia em fase sólida; 

	 Estudos espectrofotométricos e cálculo da constante de interação do peptídeo com o 

pesticida organofosforado diclorvós; 

	 Construção de eletrodos à partir de CDs graváveis de ouro (Au-CDtrodo) e caracterização 

da superfície eletródica; 

	 Avaliação da imobilização do peptídeo na superfície do Au-CDtrodo; 

	 Otimização das condições experimentais para a imobilização do peptídeo por meio de 

planejamento fatorial; 

	 Otimização dos parâmetros da voltametria de onda quadrada (SWV) para a adequação de 

uma melhor sensibilidade de detecção; 

	 Avaliação das melhores condições de pré-concentração do pesticida variando o meio, pH e 

tempo de pré-concentração. 

	 Construção da curva analítica para o pesticida diclorvós; 

	 Avaliação da seletividade do sensor para diferentes classes de pesticidas; 

	 Estudo de estabilidade de estocagem do dispositivo na geladeira e à temperatura ambiente; 

	 Aplicação do sensor biomimético em amostra de alimentos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Reagentes e soluções 

 

 Para a síntese das sequências peptídicas foram utilizados os seguintes reagentes: 

Resina (suporte polimérico): Fmoc-Ser(tBu)-WangResina, com grau de substituição 

inicial de 0,64 mmol/g, obtida da Novabiochem. 

Aminoácidos protegidos: todos os aminoácidos utilizados neste trabalho (Pro, Gly, 

Ser, Cys, Glu, His) apresentavam a extremidade amino-terminal protegida com o grupo  

9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc). Esses aminoácidos foram adquiridos da Novabiochem e 

da Advanced Chem Tech. 

A cadeia lateral reativa dos aminoácidos estavam protegidas pelos grupamentos  

terc-butila (tBu), no caso da serina e do glutamato, e  tritila (trt), para cisteína e histidina. 

Agentes de condensação: N-Hidroxibenzotriazol (HOBt) e N,N’ 

Diisopropilcarbodiimida (DIC), adquiridos da Novabiochem e Fluka, respectivamente. 

Como reagente para a desproteção do grupo Fmoc, foi utilizada uma solução  

20% (v/v) de piperidina da marca Hexis, em dimetilformamida (DMF), previamente tratada 

com peneira molecular 100-200 mesh para a remoção de qualquer grupo amino livre. 

Na clivagem ácida final, utilizou-se ácido trifluoroacético (TFA), adquirido da Fluka, 

triisopropilsilano (TIS) e 1,2 etanoditiol (EDT), adquirido da Acros. 

Os eluentes cromatográficos utilizados foram: acetonitrila (ACN) da marca 

Mallinchrodt e água ultrapura, obtida através do sistema de filtração Barnstead, equipado com 

cartuchos para retenção de sais e de compostos orgânicos. 

Demais reagentes e solventes como ácido acético glacial, diclorometano (DCM) e 

dimetilformamida (DMF), foram adquiridos da Hexis. 

As soluções tampão fosfato de sódio69 0,1 mol L-1 para os diferentes valores de pH 

utilizados neste trabalho foram preparadas à partir dos sais Na2HPO4/NaH2PO4, fornecidos 

pela Sigma. A solução de ferrocianeto de potássio (Sigma) 1,0 x 10-3 mol L-1 foi preparada 

por diluição em solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L-1 pH 7,0. As soluções estoque de 

peptídeo e de perclorato de sódio (Sigma) 0,1 mol L-1, assim como a solução tampão fosfato 

de sódio e a solução de cloridrato de histidina (Vetec), foram preparadas empregando-se água 

purificada de qualidade Milli-Q (ρ = 18,2 MΩ cm). 
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Na construção dos Au-CDtrodos foram utilizados discos compactos graváveis da 

marca Mitsui Archive Gold CD-R 100 contendo filme de ouro de espessura de 

aproximadamente 140 nm. A eliminação das camadas protetoras do filme de ouro do CD-R 

foi realizada empregando ácido nítrico 69-70% (Acros) e o pré-tratamento eletroquímico dos 

eletrodos de ouro foi realizado empregando ácido sulfúrico 95-98% (Mallinckrodt). 

As soluções estoque dos pesticidas carbaril, diclorvós, acefato, metribuzin e 

clomazone, obtidos da Sigma, foram preparadas empregando acetonitrila (Sigma). A solução 

estoque do pesticida metamidofós (Sigma) foi preparada empregando uma solução 70/30 

acetonitrila/água. As diluições realizadas em solução tampão fosfato de sódio 0,01 mol L-1  

pH 7,0. 

As amostras de cenoura e tomate foram adquiridas no comércio local e os extratos 

foram obtidos em uma centrífuga de alimentos Mondial (CF-02). 

 

3.2 Instrumentação 

 

As medidas eletroquímicas foram efetuadas em um potenciostato/galvanostato 

AUTOLAB PGSTAT 302 com software GPES 3.0 (General Purpouse Electrochemical 

System) para a obtenção dos dados. 

Uma célula eletroquímica de compartimento único com volume de 5 mL foi utilizada 

juntamente com um sistema de três eletrodos: Au-CDtrodo (Ageom = 0,071 cm2), 

Ag|AgCl|KCl(sat) e fio de platina (Ageom = 4 cm2) como eletrodo de trabalho, referência e 

auxiliar, respectivamente. 

Empregou-se um pHmetro digital da marca Gehaka modelo PG 2000, para a obtenção 

das medidas de pH. Empregou-se o sistema Milli-Q Ultra Pure Water System da marca 

Millipore para a obtenção de água ultrapura (ρ = 18,2 MΩ cm). 

As medidas de absorbância foram obtidas utilizando um espectrofotômetro da Hewlett 

Packard (HP) modelo 8453 e uma cubeta de quartzo, da marca Hellma, com capacidade de 

500 �L e caminho óptico de 1 cm. 

Os espectros na região do infravermelho foram obtidos por DRIFTS empregando um 

espectrofotômetro da marca Shimadzu FTIR – 8300 acoplado a um programa HYPER IR 

1.51, número de varreduras = 40 na região de 500 a 4000 cm-1. 
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Análises da superfície do Au-CDtrodo foram realizadas por microscopia eletrônica de 

varredura FE-SEM de alta resolução, equipado com fonte de elétrons de emissão de campo, 

JEOL JSM 7500F, acoplado a medidas de EDS (Energy-dispersive X-ray spectroscopy). 

A purificação dos peptídeos foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) em escala semipreparativa, utilizando um cromatógrafo System Gold BECKMAN, e 

coluna de fase reversa Nucleosil C18 (25 x 2,5 cm; 15 �m; 300 Å). A caracterização foi 

realizada por CLAE em escala analítica, utilizando um cromatógrafo Shimadzu LC-10A/C-

47A, e coluna de fase reversa Nucleosil C18 (25 x 0,46 cm; 5 �m; 300 Å). 

As análises de DRX foram efetuadas em equipamento da marca Siemens modelo 

D5000 de 4º a 70º, com passo de 0,05º por 1 segundo. 

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrômetro de massas LCQ FLEET 

(UHPLC-PDA-ESI-IT-MSn, Thermo Scientific), equipado com dispositivo de inserção direta 

da amostra via análise por injeção de fluxo contínuo. 

As análises de dicroísmo circular foram realizadas em um espectropolarímetro  

Jasco J-815, localizado no Instituto de Física de São Carlos – Universidade de São Paulo, 

Grupo de Biofísica Molecular "Sérgio Mascarenhas". 

 

3.3 Síntese e caracterização de peptídeos por meio da metodologia em fase sólida 
 

O método de síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS)70 baseia-se no crescimento, 

resíduo por resíduo, da cadeia polipeptídica presa covalentemente através de seu aminoácido 

carboxiterminal a sítios reativos existentes em um suporte sólido (resina polimérica, 

geralmente de poliestireno), que inertes às condições de reação empregadas, fornecem um 

sustento físico às moléculas nele ancoradas. 

Duas moléculas de aminoácidos podem ser ligadas covalentemente através da 

formação de uma ligação amídica, denominada ligação peptídica. Essa ligação é formada pela 

remoção dos elementos da água (desidratação) de um grupo α-carboxil de um aminoácido e o 

grupo α-amino do outro (Figura 5). 
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Figura 5. Formação da ligação peptídica por condensação. (Fonte: Nelson et al. Princípios de 

Bioquímica de Lehninger, 2011)71. 

 

Pode-se descrever uma resina utilizada em suporte sólido como uma estrutura 

complexa, a qual é formada por polímeros retilíneos compostos por unidades monoméricas 

constantes, formando uma espécie de rede. Em intervalos aproximadamente regulares surgem 

funções químicas diferenciadas (ligantes, linkers), que podem constituir-se por apenas um 

átomo ou mesmo serem formadas por moléculas de dimensão considerável com diversos 

grupos funcionais72. 

Estas estruturas complexas (rede polimérica) são convenientemente representadas por 

esferas ligadas a funções químicas específicas, as quais por sua vez representam o ligante. A 

resina utilizada neste projeto de pesquisa (Resina Wang) apresenta uma hidroxila como parte 

fundamental do ligante (Figura 6). A ligação de substratos a este polímero pode ser obtida 

com o auxílio de um grupo carboxilato ao ligante. 
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Figura 6. Representação do acoplamento do aminoácido à Resina Wang. 

 

A estratégia de síntese deste trabalho consistiu na utilização do grupamento  

Fmoc, o qual é base lábil, como protetor temporário do grupo �-amino. No caso específico 

desta síntese, o primeiro resíduo de aminoácido já estava acoplado à resina através de uma 

ligação éster ao grupo �-carboxila (Fmoc-Ser(tBu)-WangResina). Após a clivagem final, 
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realizada por um tratamento ácido, os peptídeos são obtidos com os grupos carboxilatos 

livres. 

Através da metodologia de SPFS, foram sintetizadas duas sequências peptídicas 

(SEQPEP1 e SEQPEP2), que se diferenciam somente por um resíduo de cisteína, utilizado 

como estratégia para a imobilização na superfície do Au-CDtrodo. As sequências peptídicas, 

assim como as respectivas fórmulas estruturais estão ilustradas nas Figuras 7 e 8. 

 

SEQPEP 1:  
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Figura 7. Fórmula estrutural da SEQPEP1. 

 

 

SEQPEP 2:  
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Figura 8. Fórmula estrutural da SEQPEP2. 

 

Na etapa de acoplamento de cada aminoácido, empregou-se o excesso molar de 3 

equivalentes para o Fmoc-aminoácido e 3 equivalentes para os agentes de condensação 

(DIC/HOBt), em uma mistura de solventes DCM/DMF (1:1), por 2 horas. A remoção dos 

��3
+ − ��� − ��� − ��	 − ��	 − 
�� − 
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grupos Fmoc �-amínicos (Figura 9), após acoplamento de cada aminoácido, foi realizada 

empregando-se uma solução de piperidina 20% (v/v) em DMF. 
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Fmoc-Aminoácido

Aminoácido 
Figura 9. Mecanismo de remoção dos grupos Fmoc �-amínicos73. 

 

Após a desproteção dos grupos �-amínicos, a remoção da piperidina, assim como dos 

outros produtos formados, foi realizada por meio de filtração com ciclos de lavagens 

alternadas entre DMF e DCM. O esquema das etapas de acoplamento e desproteção está 

representado na Figura 10. 

 

20 minutos

120 minutos

DESPROTEÇÃO

ACOPLAMENTO

LAVAGEM
LAVAGEM

4

3

2

1
DCM/DMF

DCM/DMF

Piperidina 20% em DMF

FMOC-Aminoácido

 
Figura 10. Esquema das etapas de acoplamento e desproteção realizadas durante a SPFS. 
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O agente de condensação DIC tem a função de reagir com o grupo carboxílico de um 

aminoácido e gerar espécies reativas (orto-acilisouréia), conforme mostrado na Figura 11.  

Três são as rotas para produzir a ligação amida com outro aminoácido (R2-NH2) e formar o 

peptídeo a partir da o-acilisouréia: 1) por meio de aminólise, 2) empregando um segundo 

equivalente de ácido carboxílico, onde será formado o anidrido simétrico ou 3) na presença de 

hidroxilaminas, por exemplo, hidroxibenzotriazol (HOBt), onde será obtido um éster ativo. 

Qualquer uma das três espécies reativas (orto-acilisouréia, anidrido simétrico ou éster ativo) 

são bons agentes acilantes. 

 

R
1

OH

O

Carbodiimida

R
1

O

O

NH

NR

R

HOBt

R O

O

Bt

Éster Ativo

R
1

NH

O

R
2

Peptídeo

R
2

NH2

R
1

OH

O

R1

O

O

O

R
1

Anidrido Simétrico

R
2

NH2

R
2

NH2

O acil isouréia

R N

N

R

 
Figura 11. Mecanismos de formação da ligação peptídica empregando carbodiimidas e 

hidroxilaminas, adaptado de Garrido et al.74. 

 

Todas as etapas de acoplamento de aminoácidos e desproteção dos grupos  

�-amínicos foram realizadas num sistema conforme ilustrado na Figura 12. 
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Figura 12. Sistema utilizado para a síntese em fase sólida das sequências peptídicas75. 

 

A eficiência das etapas de acoplamento foi monitorada pelo teste de ninidrina  

(Figura 13). A ninidrina, em altas temperaturas (120 ºC), reage com grupos amino livres, 

liberando um composto de coloração púrpura (Equação 3), com exceção da prolina, que 

possui uma amina secundária, cujo produto apresenta coloração amarela característica 

(Equação 4). Este teste é, portanto, adequado para indicar a presença de grupos amino livres 

e, por sua vez, indica a eficácia das etapas de desproteção e acoplamento. 

Ao testar a presença de grupos amino livres após a etapa de acoplamento em uma 

pequena fração da resina, se positivo, o reacoplamento foi realizado com 50% da quantidade 

inicial dos reagentes. 
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Figura 13. Reações correspondentes ao teste qualitativo da ninidrina76. 
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A clivagem dos peptídeos das respectivas resinas e a desproteção dos grupos 

protetores das cadeias laterais foram efetuadas pelo tratamento das peptidil-resinas com uma 

mistura77,78 contendo TFA (95%), água deionizada (2,5%) e TIS (2,5%) para a SEQPEP1 e 

TFA (94,5%), água deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e TIS (1%) para a SEQPEP2, a 25 oC por 

2 h. Peptídeos brutos foram precipitados e lavados com éter etílico gelado. Posteriormente, o 

éter etílico foi removido por meio de secagem à vácuo por 1h. Após, os peptídeos foram 

dissolvidos em solução aquosa, separados da resina por meio de filtração em funil de placa 

porosa, concentrados e liofilizados. 

O esquema para a obtenção das sequências peptídicas de interesse através da SPFS 

está ilustrado na Figura 14. 
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Figura 14. Esquema da síntese de peptídeos por meio da metodologia em fase sólida. 

 

A purificação dos peptídeos foi realizada por CLAE em escala semipreparativa, 

empregando uma coluna de fase reversa Nucleosil C18 (25 x 2,5 cm; 15 �m; 300 Å) com um 

gradiente linear de componente orgânico (solvente A: água, 0,045% TFA; solvente B: ACN, 

0,036% TFA) que variou de acordo com a sequência peptídica, em 90 minutos, fluxo de  

3,0 mL min-1 e detecção a 220 nm. 
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A caracterização dos produtos após a purificação foi efetuada através de CLAE em 

escala analítica, em um cromatógrafo Shimadzu LC-10A/C-47A, empregando coluna de fase 

reversa Nucleosil C18 (25 x 0,46 cm; 5 �m; 300 Å), com um gradiente linear de 5 a 95% de 

solvente B (solvente A: água, 0,045% TFA; solvente B: ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, 

fluxo de 1 mL min-1 e detecção a 220 nm. 

Análises por espectrometria de massas por meio de injeção direta e ionização por 

electrospray no modo positivo foram realizadas nas amostras das sequências peptídicas 

SEQPEP1 e SEQPEP2, para confirmação e identificação dos picos com massa molecular 

correspondente aos valores teóricos. 

 
3.4 Avaliação espectrofotométrica de interação peptídeo-pesticida 

 

A obtenção do coeficiente de absortividade molar do peptídeo foi obtida à partir da 

curva analítica nas concentrações de 5 x 10-5, 4 x 10-4, 6 x 10-4, 8 x 10-4 e 1 x 10-3 mol L-1. 

As medidas de absorbância para a avaliação de interação entre o peptídeo e o pesticida 

diclorvós foram realizadas fixando-se a concentração do peptídeo em 8 x 10-4 mol L-1 e 

variando as concentrações de diclorvós em 1 x 10-8, 1 x 10-7, 1 x 10-6, 4 x 10-4, 6 x 10-4,  

8 x 10-4 e 1 x 10-3 mol L-1. A solução estoque de peptídeo foi preparada em água Milli-Q e a 

solução estoque do pesticida foi preparada em acetonitrila. As diluições foram realizadas em 

solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L-1 pH 7,0. 

 À partir dos valores de absorbância obtidos, foi possível efetuar o cálculo da constante 

de interação do peptídeo com o pesticida segundo modelo matemático desenvolvido por  

Zhao et al.79. Nos estudos espectrofotométricos, utilizou-se a sequência peptídica SEQPEP1. 

 

3.5 Dicroísmo Circular 
 

As análises de dicroísmo circular foram realizadas com um tempo de integração de 3 s 

por ponto, em celas de 1,0 mm de caminho óptico, com 8 varreduras por espectro e largura de 

banda de 0,5 nm. A concentração de peptídeo utilizada foi de 1 x 10-4 mol L-1. 
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3.6 Construção de eletrodos de ouro (Au-CDtrodos) 
 

Para se ter acesso à camada metálica, os CDs foram submetidos à ação de ácido nítrico 

concentrado, cuja função é remover as camadas poliméricas que recobrem o ouro. Em 

seguida, a superfície foi lavada em abundância com água destilada e seca à temperatura 

ambiente. 

A área geométrica do eletrodo de trabalho (Ageom = 0,071 cm2) foi definida com a fita 

adesiva de galvanoplastia (470 3M®) perfurada e fixada sobre o filme de ouro. Para o contato 

elétrico foi utilizada uma lâmina de cobre (fio de cobre laminado e polido com lixa 3M 800) 

fixado com uma fita de PTFE (politetrafluoretileno). O esquema da construção do  

Au-CDtrodo56,57 é mostrado na Figura 15. 
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Figura 15. Etapas de construção dos Au-CDtrodos. 

 

Nos estudos envolvendo a imobilização do peptídeo na superfície do Au-CDtrodo, 

utilizou-se a sequência peptídica SEQPEP2. 

 

3.7 Parâmetros empregados nos estudos de voltametria cíclica 

 

O pré-tratamento eletroquímico da superfície dos Au-CDtrodos foi realizado por 

ciclagens em ácido sulfúrico 0,5 mol L-1, no intervalo de potencial entre +0,2 e +1,5 V e 

velocidade de varredura (�) = 100 mV s-1. 

Para a obtenção da resposta eletroquímica do pesticida diclorvós, voltamogramas 

foram obtidos na presença do eletrólito NaClO4 0,1 mol L-1, no intervalo de potencial de -0,3 

a -1,4 V com � = 500 mV s-1. 

Os demais estudos voltamétricos foram realizados em meio de solução tampão fosfato 

0,1 mol L-1 pH 7,0 na ausência e presença de K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1, no intervalo de 

potencial de -0,4 a +0,7 V com � = 50 mV s-1. 
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3.8 Parâmetros empregados nos estudos de voltametria de onda quadrada 

 

 A resposta eletroquímica do peptídeo foi obtida para o Au-CDtrodo modificado com 

1x10-3 mol L-1 do peptídeo, em meio de NaClO4 0,1 mol L-1. O estudo envolvendo a histidina 

livre em solução foi realizada para o Au-CDtrodo sem modificação, em meio de NaClO4  

0,1 mol L-1 contendo 1x10-2 mol L-1 do aminoácido. Os parâmetros experimentais utilizados 

nestas determinações foram: frequência (�) = 250 Hz, amplitude de pulso (a) = 50 mV, 

incremento de varredura (�Es) = 2 mV, pH do eletrólito = 6,0, no intervalo de potencial de  

-0,3 a -1,4 V e de -0,9 a -1,5 V. 

Na otimização dos parâmetros da voltametria de onda quadrada, variou-se a frequência 

(�) em 20, 50, 100, 200 e 250 Hz, a amplitude (a) em 10, 30, 50, 70 e 90 mV e o incremento 

de varredura (�Es) em 2, 4, 6, 8 e 10 mV. Todas as medidas foram realizadas em duplicata, 

no intervalo de potencial de -0,9 a -1,4 V e com pH do eletrólito (NaClO4) = 6,0. Ao otimizar 

a frequência, manteve-se constante a amplitude em 50 mV e o incremento de varredura em  

2 mV. Após otimizar a frequência, variou-se a amplitude, mantendo constante o incremento 

de varredura em 2 mV. A linha de base de todos os voltamogramas foi corrigida através do 

software GPES 3.0. 

 
3.9 Imobilização do peptídeo sobre a superfície do Au-CDtrodo 
 

A imobilização da sequência peptídica SEQPEP2 foi realizada pela adição de 10 μL da 

solução de diferentes concentrações (1 x 10-3 e 5 x 10-4 mol L-1) e tempos de incubação (1 e 

12 h), preparadas em água Milli-Q, à 25 ºC. Após, procedeu-se com a limpeza do eletrodo por 

imersão em água Milli-Q, sob leve agitação, num total de 3 vezes de 10 segundos, para a 

remoção das biomoléculas fracamente adsorvidas. 

A avaliação da influência da concentração e do tempo de incubação foi realizada 

através de planejamento fatorial completo 22. Os níveis alto e baixo aplicados neste estudo 

estão representados na Tabela 1. Todas as medidas foram obtidas em triplicata. 

 

Tabela 1. Matriz de planejamento fatorial completo de duas variáveis e dois níveis. 

Variável Nível Alto Nível Baixo 

Concentração / mol L-1 1 x 10-3 5 x 10-4 

Tempo de incubação / h 12 1 
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3.10 Pré-concentração do pesticida diclorvós 
 

 As melhores condições para a pré-concentração do pesticida diclorvós foram 

avaliadas, tais como a influência do meio, tempo e pH de pré-concentração. 

 Os meios de pré-concentração foram investigados em acetonitrila, água e solução 

tampão fosfato de sódio 0,01 mol L-1 pH 7,0 e consistiram na adição de 5 �L de solução na 

superfície do eletrodo em diferentes tempos de pré-concentração. 

 Selecionado o meio para pré-concentrar o pesticida, variou-se o pH em 5,7, 6,0, 6,5, 

7,0 e 7,5 com um tempo de pré-concentração de 30 minutos. Após a otimização do valor de 

pH, variou-se o tempo de pré-concentração em 5, 15, 30, 45 e 60 minutos. Todas as medidas 

foram obtidas em triplicata. Após a etapa de pré-concentração, os Au-CDtrodos foram 

lavados em água Milli-Q, sob leve agitação, num total de 3 vezes de 10 segundos. 

 

3.11 Construção da curva analítica para o pesticida diclorvós 
 

Na construção da curva analítica, voltamogramas foram traçados após a realização da 

etapa de pré-concentração por 15 minutos empregando diferentes concentrações de pesticida 

diclorvós: 1x10-8, 1x10-7, 3x10-7, 5x10-7, 7x10-7 e 1x10-6 mol L-1, diluídos em solução tampão 

fosfato de sódio 0,01 mol L-1 pH 7,0. As respectivas porcentagens de inibição foram 

calculadas através da comparação da intensidade de corrente obtida para o eletrodo submetido 

ao mesmo meio e tempo de pré-concentração, na presença e ausência do pesticida. Todas as 

medidas foram obtidas em triplicata. 

À partir dos valores obtidos na região linear, calculou-se os respectivos limites de 

detecção (Equação 5) e quantificação (Equação 6) para o método, sendo (SB) o desvio 

padrão e (b) o coeficiente angular da curva analítica80. 

 

LD = 3 SB/b                              (5) 

                                                LQ = 10 SB/b                            (6) 

 

3.12 Seletividade do sensor biomimético 
 

Os estudos de seletividade foram realizados para pesticidas de diferentes classes, com 

a finalidade de avaliar a interação destes compostos com o peptídeo que mimetiza o sítio ativo 
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da acetilcolinesterase, devendo interagir somente com pesticidas das classes dos 

organofosforados e carbamatos. A seletividade foi avaliada com os pesticidas carbaril, 

acefato, diclorvós, metamidofós, clomazone e metribuzin. A concentração de todos os 

pesticidas utilizados nos testes de seletividade foi de 5 x 10-7 mol L-1. 

 

3.13 Estabilidade do sensor biomimético 
 

 A estabilidade de estocagem dos eletrodos após a imobilização do peptídeo foi 

avaliada em 4 diferentes condições, mantendo os eletrodos: 1) na geladeira, 2) na geladeira 

em câmara úmida, 3) à temperatura ambiente e 4) à temperatura ambiente em câmara úmida. 

Após 7 dias, foram realizadas as medidas voltamétricas e calculada a porcentagem de sinal de 

corrente obtida em comparação com o eletrodo utilizado imediatamente após a imobilização. 

 

3.14 Aplicação do sensor biomimético em amostras de alimentos 
 

 Segundo os resultados do Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em 

alimentos divulgados pela ANVISA em dezembro de 201121, selecionou-se a cenoura e o 

tomate, culturas das quais foram identificados resíduos de diclorvós, para a execução dos 

ensaios de recuperação. 

Os extratos de cenoura e tomate foram obtidos em uma centrífuga de alimentos 

Mondial (CF-02) e em seguida, foram filtrados em papel de filtro, obtendo-se soluções 

aquosas. Em seguida, foi ajustado o pH para 7,0 com NaOH 0,1 mol L-1 e as soluções foram 

fortificadas com 5 x 10-7 mol L-1 de diclorvós, diluído em solução tampão fosfato de sódio  

0,01 mol L-1 pH 7,0. 

Voltamogramas foram obtidos após a realização da etapa de pré-concentração com as 

amostras por 15 minutos. A porcentagem de inibição foi calculada através da comparação da 

intensidade de corrente obtida para o eletrodo submetido ao mesmo meio e tempo de pré-

concentração, na presença e ausência do pesticida. O valor da concentração do analito 

encontrada foi obtido pela extrapolação na curva analítica. Em seguida, foram obtidas as 

porcentagens de recuperação (Equação 7) do pesticida nas diferentes amostras. Todas as 

medidas foram realizadas em triplicata. 

 
 

% Recuperação = [analito]encontrado / [analito]adicionado x 100              (7)
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Síntese e caracterização do peptídeo que mimetiza o sítio ativo da AChE por 

meio de metodologia em fase sólida 
 

 Partindo da resina Fmoc-Ser(tBu)-WangResina, com grau de substituição de  

0,64 mmol/g, e DIC/HOBt como agentes de condensação, acoplaram-se os 6 primeiros 

aminoácidos, comuns às duas sequências peptídicas a serem sintetizadas. 

A sequência peptídica SEQPEP1, proposta através dos estudos de modelagem 

molecular, e a sequência SEQPEP2, foram sintetizadas pelo método de síntese em fase sólida. 

Após a desproteção do grupo �-amino do primeiro aminoácido, iniciou-se o acoplamento dos 

demais de acordo com as etapas de lavagem e desproteção apresentados na Figura 10. Após o 

acoplamento dos 6 primeiros aminoácidos, separou-se uma fração da peptidil-resina para o 

prosseguimento da síntese da sequência SEQPEP2. 

Cada uma das peptidil-resinas resultantes do processo sintético foi submetida ao 

procedimento de clivagem à partir do tratamento ácido com as misturas contendo TFA (95%), 

água deionizada (2,5%) e TIS (2,5%) para a SEQPEP1 e TFA (94,5%), água deionizada 

(2,5%), EDT (2,5%) e TIS (1%) para a SEQPEP2, a 25 oC por 2 horas. 

Finalizado o procedimento de clivagem, precipitação, extração e liofilização, uma 

fração da massa do extrato bruto de cada peptídeo liofilizado foi dissolvida em solvente A 

(água, 0,045% TFA). Esta solução foi submetida à análise por CLAE em escala analítica, sob 

as condições descritas na seção 3.3. A partir dos tempos de retenção observados nos 

cromatogramas, foram definidas as condições para a purificação dos peptídeos no modo 

semipreparativo (SEQPEP1: 0 a 25% de solvente B (ACN, 0,036% TFA) e SEQPEP2: 10 a 

40% de solvente B). 

Os cromatogramas obtidos antes e após processo de purificação da sequência 

SEQPEP1 estão representados na Figura 16. A caracterização do peptídeo por CLAE em 

escala analítica demonstrou a obtenção de um produto liofilizado com 97% de pureza. 

A confirmação e identificação do pico com massa molecular correspondente ao valor 

teórico (582,57 g mol-1) foi avaliada através de análise por injeção direta em um 

espectrômetro de massas, apresentada na Figura 17, cujo íon de relação massa/carga (m/z) +1 

de 583,39 g mol-1 refere-se à protonação do peptídeo [M+H]+ e comprova a obtenção da 

sequência SEQPEP1. 
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Figura 16. Cromatogramas obtidos em escala analítica para a sequência peptídica  

SEQPEP1: (A) peptídeo bruto e (B) peptídeo purificado. 

 

 
Figura 17. Espectro de massas obtido para a sequência peptídica SEQPEP1. 

 

Como estratégia para a imobilização do peptídeo na superfície eletródica de ouro, 

adicionou-se à sequência SEQPEP1 um resíduo de cisteína, obtendo-se a sequência peptídica 
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SEQPEP2. Devido à alta afinidade do ouro pelo grupamento tiol, a imobilização do peptídeo 

pode ser realizada através do próprio grupamento S-H da cisteína, sem a necessidade de 

previamente tratar a superfície do eletrodo com um composto tiolado para a formação de 

monocamadas auto-organizadas. 

A sequência SEQPEP2 foi sintetizada, purificada e caracterizada conforme descrito 

para o peptídeo anterior. O peptídeo bruto apresentou 3 frações com intensidade majoritárias 

com tempos de retenção tr1 = 7,4, tr2 = 8,2 e tr3 = 9,0 min (Figura 18 A), as quais foram 

separadas por meio de purificação. Verificou-se que a que fração 1 (Figura 18 B) apresentou 

o maior teor de pureza (98%) sendo então utilizada para os estudos de imobilização do 

peptídeo em superfície eletródica de ouro. 

A confirmação e identificação do pico com massa molecular correspondente ao valor 

teórico (685,70 g mol-1) foi avaliada através de análise por injeção direta em um 

espectrômetro de massas, apresentada na Figura 19, cujo íon de relação massa/carga (m/z) +1 

de 686,24 g mol-1 refere-se à protonação do peptídeo [M+H]+ e comprova a obtenção da 

sequência SEQPEP2. 
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Figura 18. Cromatogramas obtidos em escala analítica para a sequência peptídica  SEQPEP2: (A) 

peptídeo bruto e (B) peptídeo purificado. 

0 5 10 15 20 25 30

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

In
te

ns
id

ad
e

Tempo / min

7,4

A 

B 



RESULTADOS E DISCUSSÃO                                                                                              57 

 

 
Figura 19. Espectro de massas obtido para a fração 1 da sequência peptídica SEQPEP2. 

 

4.2 Avaliação espectrofotométrica da interação peptídeo-pesticida 

 

 A interação do peptídeo com o pesticida diclorvós foi avaliada pelos espectros de  

UV-Vis dos compostos individuais e das misturas (Figura 20). 

O pesticida diclorvós apresentou uma banda com máximo de absorção em λ = 205 nm 

relacionado à transição π 
 π*81. O peptídeo apresentou uma banda de absorção em  

λ = 210 nm, referente às ligações peptídicas82 e outa em λ = 275 nm relacionado ao anel 

imidazólico da histidina83. 

Ao adicionar quantidades conhecidas do pesticida diclorvós na solução contendo o 

peptídeo, observa-se o aparecimento de uma nova banda com máximo de absorção em  

λ = 250 nm, que indica a formação de um complexo peptídeo-pesticida, comprovando o 

processo de interação entre estes compostos. 
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Figura 20. Espectros de UV-Vis das soluções contendo: (▬) pesticida diclorvós  

2 x 10-3 mol L-1, (▬) peptídeo 8 x 10-4 mol L-1 e (▬) peptídeo 8 x 10-4 mol L-1 + pesticida diclorvós  

8 x 10-4 mol L-1. 

 

 A Figura 21 apresenta os espectros de absorção na faixa de 230 a 265 nm, obtidos 

para as misturas, com a concentração do peptídeo fixa em 8 x 10-4 mol L-1 e variando a 

concentração de pesticida diclorvós na faixa de 1 x 10-8 a 1 x 10-3 mol L-1. 

Observa-se que com o aumento da concentração de pesticida aumenta a intensidade de 

absorção referente ao complexo peptídeo-pesticida (�250), sendo que para misturas nas quais 

as concentrações de peptídeo e pesticida são próximas, há uma estabilização do sinal (Inset 

Figura 21). Este resultado sugere que a estequiometria do complexo peptídeo-pesticida é de 

1:1. 
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Figura 21. Espectros de UV-Vis das soluções contendo 8 x 10-4 mol L-1 do peptídeo e concentrações 

de pesticida variando de 1 x 10-8 mol L-1 a 1 x 10-3 mol L-1. Inset: Gráfico da absorbância (�250) em 

função da concentração de pesticida diclorvós. 

 

O grau de interação peptídeo-pesticida foi avaliado através do cálculo da constante de 

formação do complexo, segundo modelo matemático de Zhao et al.79, adaptado para este 

estudo. 

 

Para o cálculo da constante, os dados foram obtidos de acordo com as seguintes equações: 

 

peptídeo + pesticida � complexo peptídeo-pesticida 

 

� =  
[�������� ����í��� − ���������]

[����í���][���������]
 

 
À partir da equação (8), deduz-se a equação (9), que relaciona o coeficiente de 

absortividade molar do peptídeo com a concentração do pesticida: 

 
1

�� − ��
=

1
��! − �� "� [���������]

 + 
1

�! −  ��
 

 

(8) 

(9) 
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O coeficiente de absortividade molar, �a, é obtido através do cálculo da A/[peptídeo]. 

�b e �f correspondem aos coeficientes de absortividade molar para o complexo peptídeo-

pesticida e para o peptídeo livre, respectivamente. 

 Para a obtenção do coeficiente de absortividade molar do peptídeo, foi efetuada uma 

curva analítica (Figura 22), cujo coeficiente angular obtido (�f = 402,3 M-1 cm-1) foi utilizado 

nas etapas posteriores para o cálculo da constante de interação. 
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Figura 22. Curva analítica obtida para o peptídeo. 

 

Rearranjando a equação (9) temos: 

 
[���������]
�� − ��

=
1

��! − �� "�
 + 

[���������]
�! − ��

 

 
O gráfico de [pesticida]/(�a-�f) em função da [pesticida] apresenta um coeficiente 

angular = 1/(�a-�f) e um coeficiente linear = 1/(�b - �f) K. Assim, o valor de K é obtido através 

da relação entre o coeficiente angular pelo coeficiente linear. 

O valor obtido (K = 4,10 x 105 M-1) evidencia um forte processo de interação, e está 

de acordo com o valor teórico proposto pelos estudos de modelagem molecular (Figura 23). 

(10) 
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Figura 23. Gráfico da [diclorvós]/�ap em função da concentração de diclorvós utilizada para o cálculo 

da constante de interação peptídeo-pesticida. 

 

4.3 Tratamento da superfície dos Au-CDtrodos 
 

Após a construção dos Au-CDtrodos, foram obtidos voltamogramas cíclicos em 

eletrólito de suporte contendo K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1, no intervalo de potencial de  

-0,4 a +0,7 V e � = 50 mV s-1. 

Observa-se na Figura 24 que o perfil voltamétrico não apresenta definição adequada, 

uma vez que os picos de oxidação e redução encontram-se deformados e bem afastados, 

ocasionados pela dificuldade na transferência eletrônica na superfície do eletrodo. Este 

resultado pode ser explicado pela provável formação de óxidos, gerados a partir da ação do 

ácido nítrico na retirada da película protetora que recobre o ouro. 
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Figura 24. Voltamograma cíclico do Au-CDtrodo, sem qualquer pré-tratamento da superfície, em 

solução de K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1 vs Ag|AgCl|KClsat; � = 50 mV s-1. 

 

Para a adequação do perfil voltamétrico, o Au-CDtrodo foi submetido a uma etapa de 

pré-tratamento eletroquímico84 através de ciclagens sucessivas em H2SO4 0,5 mol L-1, no 

intervalo de potencial de +0,2 a +1,5 V e � = 100 mV s-1, conforme apresentado na  

Figura 25. A observação dos picos referentes à formação de óxido de ouro (entre +1,2 e  

+1,6 V) e a correspondente remoção (entre +0,8 e +1,0 V) são indicativos de que a superfície 

está praticamente livre da presença de óxidos85. 
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Figura 25. Voltamograma cíclico do Au-CDtrodo em solução de H2SO4 0,5 mol L-1 vs 

Ag|AgCl|KClsat; � = 100 mV s-1. 

 

Com o objetivo de comprovar a formação de óxido de ouro devido à ação do ácido 

nítrico na retirada da película protetora que recobre o ouro do CD-R, foram efetuadas análises 

de DRX (Figura 26). A identificação dos compostos cristalinos foram realizadas por meio do 

banco de dados contendo informações cristalográficas básicas e algumas propriedades físicas 

de compostos cristalinos atualizada pelo ICDD, International Center for Diffraction Data. 

Nas Figuras 27 e 28 estão representadas as fichas cristalográficas do Au (ficha 00-001-1172) 

e do Au2O3 (ficha 00-043-1039) segundo a base da PDF (Powder Diffraction File) da ICDD. 

Na Figura 26 observam-se picos em 2� = 28, 32, 46 e 54, característicos da estrutura 

cristalina ortorrômbica do Au2O3 e um pico em 2� = 38, referente à estrutura cúbica do ouro 

metálico. Após a etapa de limpeza da superfície através de ciclagens em ácido sulfúrico  

0,5 mol L-1, observa-se que houve uma diminuição na intensidade dos picos referente ao 

Au2O3 de forma significativa, e, embora não tenha demonstrado a total retirada do óxido da 

superfície, o perfil voltamétrico se mostrou adequado para as medidas eletroquímicas 

posteriores. 
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Figura 26. Difratogramas de raios X do Au-CDtrodo após a retirada da camada polimérica com a ação 

do ácido nítrico (▬) e após a limpeza através de ciclagens em ácido sulfúrico 0,5 M (▬). 

 

 
Figura 27. Ficha cristalográfica do Au (00-001-1172) segundo a base de dados da PDF. 
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Figura 28. Ficha cristalográfica do Au2O3 (00-043-1039) segundo a base de dados da PDF. 

 

 Após o pré-tratamento da superfície com H2SO4, voltamogramas cíclicos foram 

obtidos em meio de K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1 no intervalo de potencial de -0,4 a  

+0,7 V e � = 50 mV s-1 (Figura 29), onde é possível observar uma melhora significativa do 

perfil voltamétrico, com �Epico de aproximadamente 90 mV e razão de corrente de pico 

(Ipa/Ipc) de 1,1. 

Estes dados estão bem próximos dos valores esperados para um processo de 

transferência eletrônica reversível que envolve um elétron, sendo assim, satisfatórios para o 

objetivo do estudo. 
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Figura 29. Voltamogramas cíclicos do Au-CDtrodo, antes (▬) e após o pré-tratamento da superfície 

com H2SO4 (▬), em meio de K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1 vs Ag|AgCl|KClsat; � = 50 mV s-1. 
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4.4 Caracterização da superfície do Au-CDtrodo 
 

A Figura 30 apresenta a imagem de FE-SEM para a superfície do Au-CDtrodo, após a 

retirada da película polimérica com HNO3, com ampliação de 2.000 e 5.000 x.  

Observa-se que a superfície do CD-R é composta por trilhas bem definidas, onde as 

informação digitais são gravadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 30. Imagem de FE-SEM da superfície do Au-CDtrodo. 

 

A análise da superfície do Au-CDtrodo por EDX, sem qualquer modificação  

(Figura 31), revela a presença dos átomos de carbono e ouro. Devido à película de ouro ser 

muito fina (aproximadamente 140 nm de espessura), a presença do carbono provavelmente 

está relacionada à camada fotossensível (ftalocianina), que se situa logo abaixo da camada 

metálica. 

 

 

 

 

 
Figura 31. Espectro de EDX para o Au-CDtrodo. 

 
A caracterização da superfície do Au-CDtrodo por AFM (Figura 32) foi realizada por 

M. V. Foguel86, em cooperação com o departamento de Bioquímica da Masaryk University 

em Brno, Republica Tcheca, no projeto financiado pela União Européia. 
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A análise da borda externa do CD, região na qual é delimitada a área do eletrodo, 

permitiu a obtenção de alguns parâmetros tais como altura e espessura da trilha, espessura do 

vale e rugosidade da superfície de ouro utilizada nos estudos eletroquímicos (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Imagem de AFM da superfície do Au-CDtrodo: (A) 10x10, (B) imagem em 3D 10x10, (C) 

3x3, (D) imagem em 3D 3x3 �m e (E) imagem em 3D 500x500 nm. 
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Tabela 2. Parâmetros obtidos através de imagens de AFM para a borda externa do CD-R 

CD Archive Mitsui CD-R 100 Borda Externa 

Altura da Trilha / nm 140 

 3 

Espessura da Trilha / nm 0,41 

 0,01 

Espessura do vale / nm 0,13 

 0,02 

Rugosidade / nm 50,4 

 

 

4.5 Estudo da repetibilidade da área geométrica do eletrodo 
 

O eletrodo construído com auxílio de fita de galvanoplastia e pré-tratado pelo método 

de limpeza de superfície com ácido sulfúrico foi avaliado segundo sua repetibilidade  

(Figura 33), comparando-se os valores de intensidade de picos de correntes anódica e 

catódica dos processos redox relativos à espécie Fe(CN)6
4-. 

O desvio padrão relativo medido para 5 Au-CDtrodos diferentes, construídos e 

avaliados no mesmo dia, sobre as mesmas condições de trabalho, foi de 1,1%. Este resultado 

indica que as áreas de trabalho dos eletrodos apresentaram-se muito similares, o que descreve 

um processo de confecção de Au-CDtrodos bastante repetitivo. 
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Figura 33. Voltamogramas cíclicos do Au-CDtrodo, após o pré-tratamento da superfície com H2SO4, 

em meio de K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1 vs Ag|AgCl|KClsat; � = 50 mV s-1. 
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4.6 Imobilização e caracterização da superfície do Au-CDtrodo modificada com o 

peptídeo 
 

 Sintetizado o peptídeo tiolado, procedeu-se com o estudo de imobilização do material 

biológico sobre a superfície do Au-CDtrodo (Figura 34). Para a obtenção da porcentagem de 

recobrimento da superfície com 1,0 x 10-3 mol L-1 do peptídeo imobilizado, empregando um 

tempo de incubação de 1h à 25 ºC, foram obtidos voltamogramas cíclicos em meio de 

K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1. 

Através da relação �cv = 1 - (Ip, SAM / Ip, sem modificação)87, onde Ip, SAM e Ip, sem modificação 

representam os picos de oxidação do íon Fe(CN)6
4- para o Au-CDtrodo modificado e sem 

modificação, respectivamente, obteve-se um recobrimento de 68 % da superfície. A 

deformação dos picos de oxidação e redução indica uma diminuição na reação de 

transferência de carga. 
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Figura 34. Voltamogramas cíclicos do Au-CDtrodo, sem modificação (▬) e modificado (▬), em 

meio de K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1 vs Ag|AgCl|KClsat; � = 50 mV s-1. 

  

Com a superfície do Au-CDtrodo modificada, comprovou-se o processo de 

imobilização do peptídeo através do espectro de infravermelho pelo método de DRIFTS na 

região de 500 a 4000 cm-1 (Figura 35). 
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A formação de banda na região de 3650-3584 cm-1 pode ser atribuída a vibração de 

deformação axial de O-H livre. As bandas entre 3500-3180 cm-1 são referentes à deformação 

axial de N-H. A banda em 2940 cm-1 pode ser atribuída a deformação axial de  

C-H (alcanos). A absorção forte e larga na região entre 3333-2380 cm-1 está relacionada à 

sobreposição de bandas de deformação axial de O-H e N-H. A banda em 1740 cm-1 pode ser 

atribuída à deformação axial de C�O de ácido carboxílico, enquanto que as bandas entre 

1500-1250 cm-1 estão relacionadas ao estiramento N-H de amidas e aminas. A presença de 

bandas entre 1250-1020 cm-1 está relacionada com a deformação axial do grupo C-N. A 

absorção entre 800-666 cm-1 pode estar relacionada à deformação angular fora do plano de  

N-H (amida) ou à deformação axial de C-S (entre 700-600 cm-1). 
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Figura 35. Espectros de infravermelho do Au-CDtrodo, no intervalo de 500 a 4000 cm-1, para o 

eletrodo limpo (▬) e para o eletrodo modificado com o peptídeo (▬). 

 

A Figura 36 apresenta as imagens de FE-SEM para a superfície do Au-CDtrodo antes 

e após a etapa de modificação da superfície com a SEQPEP2, com ampliação de 5.000 x. 

Observa-se que a imobilização é realizada por toda a superfície, tanto no vale entre as trilhas 

quanto nas próprias trilhas de gravação. 
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Figura 36. Imagens de FE-SEM da superfície do Au-CDtrodo sem modificação (A) e modificada com 

a seqüência peptídica (B). 

 

Após a modificação com 1,0 x 10-3 mol L-1 do peptídeo imobilizado, empregando um 

tempo de incubação de 1h à 25 ºC, a superfície do Au-CDtrodo de ouro foi analisada por 

EDX (Figura 37). Observa-se a presença de carbono, nitrogênio, oxigênio, enxofre e ouro. 

Exceto o ouro, que refere-se à composição da superfície do CD-R, a presença dos demais 

átomos está relacionada com a sequência peptídica que foi imobilizada na superfície 

eletródica. 

 

 

 

 

 

Figura 37. Espectro de EDX correspondente ao Au-CDtrodo modificado com a sequência peptídica 

SEQPEP2. 

 

4.7 Resposta eletroquímica do pesticida diclorvós 
 

 Por meio de estudos utilizando voltametria cíclica (Figura 38) e de onda quadrada 

(Figura 39), observa-se que o pesticida diclorvós apresenta resposta sobre o Au-CDtrodo, em 

meio de NaClO4 0,1 mol L-1, o que possibilita o desenvolvimento de metodologia de análise 

empregando técnicas eletroanalíticas. 
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Nas condições experimentais, no intervalo de potencial entre -0,3 a -1,4 V, observa-se 

a presença de um pico de redução em torno de -0,7 V, associado à redução da ligação dupla 

(C�C) presente na molécula do pesticida, segundo mecanismo apresentado na Figura 40. 
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Figura 38. Voltamogramas cíclicos obtidos para Au-CDtrodo em meio de NaClO4 0,1 mol L-1 (▬) e 

em NaClO4 0,1 mol L-1 contendo diclorvós 5,0 x 10-5 mol L-1 (▬) vs Ag|AgCl|KClsat; � = 500 mV s-1. 
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Figura 39. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Au-CDtrodo em meio de NaClO4  

0,1 mol L-1 (▬) e em NaClO4 0,1 mol L-1 contendo diclorvós 5,0 x 10-5 mol L-1 (▬) vs 

Ag|AgCl|KClsat; � = 250 s-1, a = 50 mV, �Es = 2 mV. 
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Figura 40. Mecanismo de redução do pesticida diclorvós88. 

 

4.8 Estudos preliminares de determinação do pesticida diclorvós através de pré-

concentração com o peptídeo imobilizado na superfície do eletrodo 
 

 A Figura 41 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos em meio de NaClO4 

0,1 mol L-1 para o Au-CDtrodo modificado com o peptídeo e na presença ou ausência do 

pesticida diclorvós, no intervalo de potencial entre -0,3 a -1,4 V, � = 250 s-1, a = 50 mV,  

�Es = 2 mV e pH do eletrólito = 6,0. Borbulhou-se nitrogênio na solução eletrolítica por 15 

minutos previamente a realização das medidas eletroquímicas. 

Observa-se que o voltamograma para o Au-CDtrodo modificado com o peptídeo 

apresentou um pico de redução ao redor do potencial de -1,2 V. Como o peptídeo simula o 

sítio ativo da AChE, sua afinidade pelo pesticida diclorvós foi monitorada por meio da técnica 

de voltametria de onda quadrada. Após pré-concentrar 1,0 x 10-5 e 1,0 x 10-7 mol L-1 do 

pesticida diclorvós na superfície do eletrodo por 5 minutos, fez-se a redissolução por meio da 

SWV. Observa-se que quanto maior a concentração do pesticida, maior é a inibição do sinal 

ao redor de -1,2 V, o que indica uma interação do peptídeo com o pesticida. Também foi 

observado o aparecimento de picos ao redor de -0,8 V, relacionado ao pesticida que foi 

redissolvido após a pré-concentração. 

Os experimentos indicam a viabilidade do monitoramento da interação do peptídeo 

com o pesticida no pico de redução ao redor de -1,2 V. 
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Figura 41. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Au-CDtrodo em meio de NaClO4  

0,1 mol L-1 para a superfície eletródica modificada com o peptídeo 1 x 10-3 mol L-1 (▬), modificada e 

após a pré-concentração de 1,0 x 10-5 mol L-1 (▬) e 1,0 x 10-7 mol L-1 (▬) do pesticida diclorvós;  

� = 250 s-1, a = 50 mV, �Es = 2 mV, pH do eletrólito = 6,0. 

 

4.9 Resposta eletroquímica do peptídeo 
 

 Através dos estudos preliminares, observou-se que o peptídeo apresenta um pico de 

redução ao redor de -1,2 V, provavelmente associado à redução da ligação dupla do anel 

imidazólico da histidina, o que possibilita o desenvolvimento de metodologia de análise por 

SWV. A Figura 42 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos em meio de NaClO4 

0,1 mol L-1, no intervalo de potencial de -0,9 a -1,5 V, para o Au-CDtrodo sem modificação e 

modificado com 1x10-3 mol L-1 do peptídeo. 
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Figura 42. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Au-CDtrodo em eletrólito de suporte 

(NaClO4) (▬) e após a imobilização de 1x10-3 mol L-1 do peptídeo (▬); f = 250 Hz, a = 50 mV,  

�Es = 2 mV e pH do eletrólito = 6,0. Inset: Ajuste da linha de base do voltamograma pelo software 

GPES 3.0. 

 

Na Figura 43 está representado o voltamograma de onda quadrada obtido em meio de 

NaClO4 0,1 mol L-1, para o Au-CDtrodo modificado com 1x10-3 mol L-1 do peptídeo, no 

intervalo de potencial de -0,9 a -1,6 V, com suas respectivas separações de corrente. A 

componente direta de corrente está relacionada ao processo de redução e a componente 

reversa de corrente ao processo de oxidação. A ausência de corrente reversa demonstra que o 

processo é irreversível.  

Em todos os experimentos realizados utilizando a técnica de SWV, foram 

consideradas as correntes resultantes para análise dos dados. 
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Figura 43. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o peptídeo imobilizado na superfície do  

Au-CDtrodo. Curvas correspondentes à corrente: direta (▬), reversa (▬) e resultante (▬). 

 

O sítio ativo da acetilcolinesterase, assim como o peptídeo biomimético, apresenta a 

tríade catalítica (Ser 220-His 440-Glu 327) (Figura 44), responsável pela interação com o 

substrato. A ocorrência de ligações de hidrogênio entre o grupo carboxilato do Glu e o N-1 do 

imidazol da His aumentam a habilidade do N-3 da His para atuar como uma base e extrair o H 

do grupo hidroxila da Ser, tornando o oxigênio um forte nucleófilo. Os pesticidas inibem a 

atividade da enzima se ligando ao sítio ativo e impedindo a conversão do substrato em 

produto. O mecanismo envolve o ataque nucleofílico da serina ao átomo de fósforo dos 

organofosforados ou ao carbono carbonílico dos carbamatos, que ficam ligados de forma 

covalente. Assim, ocorre a desativação da enzima, devido ao grupo hidroxila da serina não 

estar mais disponível para atacar o substrato acetilcolina. 
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Figura 44. Estrutura dos aminoácidos que formam a tríade catalítica da acetilcolinesterase. 

 

Tendo demonstrado a possibilidade de monitorar a interação do peptídeo com o 

pesticida no pico de redução ao redor de -1,2 V, e que, o aminoácido da tríade catalítica que 

1 

3 
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poderia estar sofrendo redução neste potencial seria a histidina (anel imidazólico), realizou-se 

experimentos para avaliar o comportamento eletroquímico da histidina livre em solução. 

 A Figura 45 mostra o voltamograma de onda quadrada obtido para o Au-CDtrodo em 

meio de NaClO4 0,1 mol L-1 contendo 1 x 10-2 mol L-1 de histidina, no intervalo de potencial 

de -0,9 a -1,4 V. Observa-se que a histidina apresenta um pico ao redor de -1,2 V, sendo 

atribuído portanto, à redução do anel imidazólico da histidina presente na estrutura do 

peptídeo. 
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Figura 45. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Au-CDtrodo em meio de NaClO4 

contendo 1 x 10-2 mol L-1 de histidina; � = 250 Hz, a = 50 mV, �Es = 2 mV e pH do eletrólito = 6,0. 

Inset: Ajuste da linha de base do voltamograma pelo software GPES 3.0. 

 
 
4.10 Otimização das condições experimentais para a construção do sensor 
 

No desenvolvimento de uma metodologia eletroanalítica, é necessária a otimização 

dos parâmetros que possam influenciar na resposta voltamétrica. Neste estudo, avaliou-se a 

influência da concentração do peptídeo e do tempo de incubação para sua imobilização, do pH 

do eletrólito e dos parâmetros da voltametria de onda quadrada89, como freqüência (�), 

amplitude (a) e incremento de varredura (�Es), buscando desta forma o melhor sinal analítico. 
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4.10.1 Influência da concentração do peptídeo e tempo de incubação 
 

 Na otimização das condições experimentais, a utilização do planejamento fatorial 

possibilita definir quais parâmetros afetam de forma mais significativa a análise. Além disso, 

permite analisar o sistema de maneira multivariada, buscando estudar todas as variáveis que 

compõem o sistema experimental, pela existência de interação entre os parâmetros estudados, o 

que não seria possível ser percebido em uma otimização univariada. 

Nesta etapa, o planejamento fatorial completo 22 foi utilizado para avaliar a influência da 

concentração de peptídeo e do tempo de incubação para sua imobilização na superfície do  

Au-CDtrodo. A Tabela 3 apresenta as combinações de valores de concentração e tempo de 

incubação com as respectivas intensidades de corrente obtidas. 

 

Tabela 3. Matriz de planejamento fatorial completo 22 e respectivas intensidades de corrente obtidas 

 

Experimento Cpeptídeo (x 10-4 mol L-1) tincubação (h) I (��A) 

1 5 1 15,9 

2 10 1 23,6 

3 5 12 12,5 

4 10 12 24,1 

5 5 1 13,7 

6 10 1 21,9 

7 5 12 11,6 

8 10 12 23,4 

9 5 1 14,7 

10 10 1 22,8 

11 5 12 10,4 

12 10 12 21,5 

 

 

Através dos resultados apresentados na Tabela 3 e com o auxílio do Minitab� 15 

Statistical Software foi possível avaliar a influência de cada parâmetro sobre o sistema. 

Observa-se no Gráfico de Pareto (Figura 46) que a variável que influencia significativamente 

na resposta é a concentração do peptídeo. Já o tempo de incubação não apresentou influência 

no processo de imobilização. 
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Figura 46. Gráfico de Pareto: influência das variáveis na imobilização do peptídeo no Au-CDtrodo. 

 

 A influência dos níveis altos e baixos das variáveis a serem otimizadas também foram 

avaliadas. As retas apresentadas na Figura 47 expressam a tendência em termos da 

intensidade de corrente quando se altera o parâmetro do nível baixo para o nível alto. Quanto 

mais inclinada for a reta, maior a influência do parâmetro sobre o sistema. Observa-se que a 

intensidade de corrente tende aumentar para valores mais altos de concentração do peptídeo, 

enquanto que o tempo de incubação não apresentou influência no sistema, evidenciado pela 

pequena inclinação da reta. 

O aumento da concentração do peptídeo leva à imobilização de uma maior quantidade 

de material biológico na superfície do Au-CDtrodo e consequemente resulta no aumento da 

intensidade de corrente referente à redução do anel imidazólico da histidina, aminoácido que 

compõe a estrutura do peptídeo. Portanto, os parâmetros avaliados foram fixados, sendo a 

concentração de peptídeo de 1 x 10-3 mol L-1 e um tempo de incubação de 1 h. 
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Figura 47. Gráfico de tendência: intensidade de corrente para os níveis alto e baixo de cada variável. 
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4.10.2 Influência do pH do eletrólito 
 

 A sensibilidade da resposta analítica do sensor em diferentes valores de pH do 

eletrólito (NaClO4) foi investigada na faixa de 2 a 10 através do voltamograma de onda 

quadrada do Au-CDtrodo modificado com o peptídeo. Observa-se na Figura 48 que a maior 

intensidade de corrente foi obtida no intervalo pH de 6,0 a 8,0; o pH ótimo da enzima 

acetilcolinesterase se localiza ao redor de 7,090. Portanto, o pH 6,0 do eletrólito de suporte foi 

fixado para as próximas etapas. 
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Figura 48. Efeito do pH do eletrólito (NaClO4) no sinal de corrente do peptídeo imobilizado na 

superfície do Au-CDtrodo. 

 

4.10.3 Influência dos parâmetros da voltametria de onda quadrada 
 

 Para sistemas onde ocorram reações irreversíveis91, a corrente de pico é dada pela 

seguinte relação: 

Ip = constante α n2 a � �Es
x t0

1/2 A*           (11) 

 

 Assim, pode-se aumentar a sensibilidade da resposta voltamétrica variando os 

parâmetros de frequência (�), amplitude (a) e incremento de varredura (�Es). 



RESULTADOS E DISCUSSÃO                                                                                              81 

4.10.3.1 Influência da freqüência (��) 

 

A frequência da onda quadrada é um parâmetro muito importante da SWV, pois é ela 

quem determina a intensidade dos sinais e consequentemente a sensibilidade do método. 

Neste estudo, variou-se a frequência de 20 a 250 Hz. Observa-se na Figura 49 que com o 

aumento no valor da frequência, ocorre um aumento proporcional na intensidade de corrente 

de pico. Além disso, não houve influência significativa na largura de meia onda (�Ep/2). 

Portanto, a frequência de trabalho escolhida por apresentar um voltamograma bem definido e 

com maior corrente de pico foi de 250 Hz. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Influência das frequências (�) = 20, 50, 100, 200 e 250 Hz na corrente de pico, mantendo a 

amplitude e o incremento de potencial constantes em 50 e 2 mV, respectivamente. 

 

4.10.3.2 Influência da amplitude de pulso (a) 
 

A sensibilidade analítica na voltametria de onda quadrada também sofre grande 

influência com a variação da amplitude de onda. A Figura 50 mostra o efeito da variação da 

amplitude na intensidade da corrente de pico do peptídeo. Observa-se que valores acima de  

50 mV parecem não atuar de modo significativo na sensibilidade para propósitos analíticos. 

Assim como no caso da frequência, a largura de meia onda manteve-se praticamente 

constante. Em função disto, optou-se em trabalhar com amplitude de onda quadrada de  

50 mV. 
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Figura 50. Influência da amplitude (a) = 10, 30, 50, 70 e 90 mV na corrente de pico, mantendo a 

amplitude e o incremento de potencial constantes em 250 Hz e 2 mV, respectivamente. 

 

4.10.3.3 Influência do incremento de varredura (��Es) 
 

A velocidade na voltametria de onda quadrada é o resultado do produto da frequência 

pelo incremento de varredura. Assim, um incremento de potencial maior pode aumentar o 

sinal obtido, melhorando a sensibilidade do método. A Figura 51 mostra o efeito do 

incremento de varredura na corrente de pico para o peptídeo. Observa-se que com o aumento 

do incremento de varredura ocorre um aumento na corrente de pico, atuando de modo 

significativo na sensibilidade do sistema para fins analíticos. À partir de 10 mV, observa-se 

que a largura de meia onda começa a aumentar, podendo comprometer a resolução dos picos. 

Desta forma, optou-se por utilizar um incremento de potencial de 10 mV. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 51. Influência do incremento de potencial (�Es) = 2, 4, 6, 8 e 10 mV na corrente de pico, 

mantendo a frequência e a amplitude constantes em 250 Hz e 50 mV, respectivamente. 
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4.11 Dicroísmo Circular 

 

A análise conformacional do peptídeo é uma estratégia muito importante na busca de 

informações sobre sua atividade biológica. Assim, o peptídeo foi analisado por meio da 

técnica de dicroísmo circular (Figura 52). Estes estudos foram realizados em solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0 (A), em água (B) e em trifluoretanol (TFE) (C). O TFE atua como 

um solvente indutor de estruturas. Observa-se que o peptídeo, em solução tampão fosfato  

0,1 mol L-1 pH 7,0, apresenta uma estrutura ao acaso (random coil), com uma banda negativa 

em 195 nm. Em meio aquoso, a ausência de bandas indicam uma estrutura sem definição. Já 

com o indutor de estruturas (TFE), observa-se uma banda positiva em 190 nm e uma banda 

negativa em 205 nm, que pode estar associada à formação de dobras β tipo 1 (turns)92 na 

estrutura do peptídeo, previstas pelos estudos de modelagem molecular. 

Os resíduos de glicina e prolina frequentemente aparecem nas dobras β. A glicina por 

ser um resíduo de aminoácido pequeno e flexível, e a prolina devido às ligações peptídicas 

que envolvem o nitrogênio imínico facilmente assumirem a configuração cis, uma forma que 

é particularmente susceptível a se dobrar71. 

A análise da estrutura do peptídeo por dicroísmo circular nos diferentes meios é 

importante, uma vez que a interação do peptídeo com o pesticida depende da estrutura 

conformacional da molécula no meio em que será realizada a pré-concentração do pesticida. 
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Figura 52. Espectros de dicroísmo circular do peptídeo em solução tampão fosfato pH 7,0 (A), em 

água (B) e em solução de TFE (C). 

 

4.12 Estudos de pré-concentração do pesticida na superfície do Au-CDtrodo 

modificado com o peptídeo 
 

 Para que a interação do peptídeo com o pesticida seja adequada, faz-se necessária a 

otimização de algumas variáveis tais como o meio, o pH e o tempo de pré-concentração. 

 

4.12.1 Influência do meio de pré-concentração 
 

 A estrutura conformacional da molécula no meio em que será realizada a pré-

concentração do pesticida é essencial para o bom funcionamento do sensor. Como meio de 

pré-concentração, foram avaliados 3 diferentes procedimentos, conforme detalhados abaixo: 

 

Procedimento 1: Pré-concentração de diclorvós 1 x 10-5 mol L-1 em meio de acetonitrila 

durante 30 minutos. Este procedimento não se mostrou viável devido à rápida evaporação da 

acetonitrila e do desprendimento da fita de galvanoplastia empregada na delimitação da área 

do eletrodo. 

 

Procedimento 2: Pré-concentração de diclorvós 1 x 10-5 mol L-1 em meio aquoso durante 30 

minutos. Não foi observada interação do peptídeo com o pesticida devido à provável 

formação de ligações de hidrogênio e solvatação dos sítios responsáveis pela interação com o 

pesticida. 

C 
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Procedimento 3: Pré-concentração de diclorvós 1 x 10-5 mol L-1 em meio de solução tampão 

fosfato de sódio 0,01 mol L-1 pH 7,0 durante 30 minutos. Observou-se interação do peptídeo 

com o pesticida, com uma porcentagem de inibição média de 48% (Figura 53). Assim, 

adotou-se a solução tampão fosfato 0,01 mol L-1 pH 7,0 para os estudos posteriores de pré-

concentração. 
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Figura 53. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Au-CDtrodo em meio de NaClO4  

0,1 mol L-1 na ausência (▬) e na presença (▬) de pesticida diclorvós 1 x 10-5 mol L-1; � = 250 Hz,  

a = 50 mV, �Es = 10 mV e pH do eletrólito = 6,0. 

 

4.12.2 Influência do pH na pré-concentração 
 

As cargas das cadeias laterais dos aminoácidos que compõem o sítio ativo da 

acetilcolinesterase refletem no pH ótimo da enzima atuando como ácidos ou bases fracas, que 

podem impedir o desempenho funcional das enzimas, assim como no caso do peptídeo que 

mimetiza seu sítio ativo. 

A Figura 54 mostra o efeito do pH na resposta eletroquímica do peptídeo. Observa-se 

que no pH 7,0 há uma maior porcentagem de inibição durante a pré-concentração realizada 

em um tempo de 30 minutos. Considerando que o ponto isoelétrico do peptídeo é 5,12, a 

carga negativa (-1) no pH 7,0 mostrou ser a mais adequada para que os resíduos de 
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aminoácidos estejam na conformação e na condição ideal para a interação com o pesticida, 

sendo este pH fixado para os próximos estudos. 
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Figura 54. Gráfico da intensidade de corrente em função do pH na pré-concentração do pesticida 

diclorvós. Inset: Histograma da porcentagem de inibição em função do pH de pré-concentração. 

 

4.12.3 Influência do tempo de pré-concentração 
 
 Após otimizar o meio e o pH, avaliou-se a influência do tempo de pré-concentração no 

sinal analítico em 5, 15, 30, 45 e 60 minutos. Observa-se na Figura 55 que a porcentagem de 

inibição aumenta com o tempo de pré-concentração até a estabilização ao redor de 45 

minutos. Este comportamento para tempos maiores pode ser atribuído a saturação dos sítios 

ativos do peptídeo na superfície do eletrodo. Como a partir de 15 minutos houve uma 

diferença de apenas 9% em relação ao tempo de 45 minutos, optou-se por fixar o tempo de 

pré-concentração em 15 minutos. 
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Figura 55. Gráfico da intensidade de corrente em função do tempo na pré-concentração do pesticida 

diclorvós. Inset: Histograma da porcentagem de inibição em função do tempo de pré-concentração. 

 

Otimizados os parâmetros da pré-concentração, avaliou-se a interação do peptídeo 

com o pesticida através de voltametria cíclica. A Figura 56 apresenta os voltamogramas 

cíclicos em meio de K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 mol L-1 após a etapa de interação com o pesticida 

diclorvós 1 x 10-5 mol L-1 com um tempo de pré-concentração de 15 minutos em meio de 

solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L-1 pH 7,0. Conforme apresentado na Figura 34, 

uma porcentagem de recobrimento de 68% foi atingida após a imobilização do peptídeo. Já 

após a interação com o pesticida (Figura 56), a porcentagem de recobrimento foi para 42%. 

Este resultado pode ser explicado por meio da organização das moléculas na superfície 

do eletrodo. Ao interagir com o pesticida, o peptídeo atinge sua conformação ideal, de modo a 

se auto-organizar devido à formação do complexo peptídeo-pesticida, que ocasiona a 

liberação da superfície, melhorando a transferência eletrônica. Outra possibilidade está 

relacionada à densidade de carga na superfície do eletrodo. Estando o peptídeo com carga 

negativa no pH 7,0, há uma repulsão dos íons ferrocianeto, dificultando a transferência 

eletrônica. Após a interação com o pesticida, sugere-se uma diminuição das cargas negativas 

na superfície, o que diminui a repulsão dos íons ferrocianeto e consequentemente melhora a 

transferência eletrônica, gerando uma menor porcentagem de recobrimento da superfície. 
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Figura 56. Voltamogramas cíclicos do Au-CDtrodo, sem modificação (▬), modificado com o 

peptídeo (▬) e após a interação do peptídeo com o pesticida (▬), em meio de K4[Fe(CN)6] 1,0 x 10-3 

mol L-1 vs Ag|AgCl|KClsat; � = 50 mV s-1. 

 

4.13 Curva analítica para o pesticida diclorvós 
 

Após a otimização de todas as variáveis envolvidas no processo de desenvolvimento 

do sensor, foi construída a curva analítica (Figura 57). As respectivas porcentagens de 

inibição foram calculadas através da comparação da intensidade de corrente obtida para o 

eletrodo submetido ao mesmo meio e tempo de pré-concentração, na presença e ausência do 

pesticida, segundo procedimento descrito na seção 3.11. 

A curva apresentou-se linear na faixa de 1 x 10-8 mol L-1 a 7 x 10-7 mol L-1, com 

coeficiente de correlação de 0,9998. Os limites de detecção e quantificação do método 

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

valores estão abaixo das concentrações médias definidas como LMR aceitáveis pela ANVISA 

para amostras de alimentos, que se situam na faixa de 8,20 x 10-7 mol L-1 para os limites de 

detecção e 1,64 x 10-6 mol L-1 para os limites de quantificação. 
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Figura 57. Curva analítica da porcentagem de inibição em função da concentração do pesticida 

diclorvós. 

 

4.14 Estudo preliminares de seletividade 
 
 A seletividade do sensor biomimético foi avaliada de forma preliminar com os 

pesticidas organofosforados acefato, diclorvós e metamidofós, com o carbamato carbaril e 

com os herbicidas clomazone e metribuzin, cujas estruturas estão apresentadas na Figura 58. 

A etapa de pré-concentração consistiu na adição de 10 �L de uma solução 5 x 10-7 mol L-1 dos 

pesticidas por um tempo de pré-concentração de 15 minutos sobre a superfície do eletrodo. 

Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam que além do diclorvós, os pesticidas 

organofosforados acefato e metamidofós e o carbamato carbaril também apresentaram 

interação com o peptídeo, conforme esperado. 

No caso do clomazone, não foi observado interação com o peptídeo, estando coerente 

com a seletividade do peptídeo para as classes dos organofosforados e carbamatos. Porém, o 

metribuzin apresentou uma inibição do sinal do peptídeo. A provável hipótese é de que como 

há um enxofre na estrutura deste pesticida, pode ter sido formada uma ligação com a 

superfície de ouro. Assim, a estrutura do peptídeo fica comprometida e o sistema tem sua 

transferência eletrônica dificultada. 
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Outras investigações devem ser realizadas bloqueando a superfície do eletrodo 

previamente à etapa de pré-concentração evitando a adsorção inespecífica de moléculas na 

superfície do eletrodo. 

 
 
                           
   
 
 
 
 
 
         Carbaril                         Diclorvós                               Acefato 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Metribuzin               Clomazone     Metamidofós 

 

Figura 58. Fórmula estrutural dos pesticidas utilizados no teste de seletividade. 

 

 

Tabela 4. Avaliação da seletividade do sensor biomimético para diferentes classes de pesticidas. 

 

Pesticida Porcentagem de inibição (%) 

Carbaril 36,9 ± 0,3 

Diclorvós 34,1 ± 0,4 

Metamidofós 44,0 ± 2,2 

Acefato 33,1 ± 4,1 

Metribuzin 53,5 ± 5,7 

Clomazone Não apresentou inibição 
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4.15 Estudo da estabilidade do peptídeo imobilizado na superfície do eletrodo 

 

 A estabilidade de estocagem refere-se a capacidade da molécula biológica manter sua 

atividade durante o período entre sua produção e seu uso. Assim, a estabilidade do sensor foi 

avaliada após a etapa de imobilização do peptídeo biomético segundo as condições descritas 

na seção 3.13. 

Através do histograma apresentado na Figura 59, observa-se que a melhor condição 

para estocagem do dispositivo é na geladeira, sendo que a intensidade de corrente após 7 dias 

mantêm cerca de 82%. Já a temperatura ambiente, a intensidade de corrente cai para 62% e 

em câmara úmida, tanto em geladeira quanto à temperatura ambiente, a porcentagem 

permanece ao redor de 60%. As quedas nas porcentagens de corrente para as condições 

apresentadas podem estar relacionadas à degradação do peptídeo, como por exemplo pela 

ação da temperatura, assim como pela provável formação de óxido na superfície do eletrodo, 

o que diminui a transferência eletrônica além de comprometer a estabilidade do peptídeo 

imobilizado. 
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Figura 59. Histograma da intensidade de corrente para o Au-CDtrodo utilizado logo após a 

imobilização (A) e estocado durante 7 dias: (B) na geladeira, (C) na geladeira em câmara úmida, (D) à 

temperatura ambiente e (E) à temperatura ambiente em câmara úmida. 
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4.16 Aplicação em amostras de alimentos 

 

Para os estudos em amostras de alimentos, selecionou-se a cenoura e o tomate, 

culturas das quais foram identificados resíduos de diclorvós pela ANVISA21, para a execução 

dos ensaios de recuperação, de acordo com a metodologia descrita na seção 3.14. 

A Figura 60 A e B mostra os voltamogramas obtidos em meio de NaClO4 0,1 mol L-1 

após a realização da etapa de pré-concentração de 5 x 10-7 mol L-1 do pesticida diclorvós com 

as amostras de cenoura e tomate por 15 minutos. A porcentagem de inibição foi calculada 

através da comparação da intensidade de corrente obtida para o eletrodo submetido ao mesmo 

meio e tempo de pré-concentração, na presença e ausência do pesticida. O valor da 

concentração do analito foi obtido pela extrapolação na curva analítica. 

Em seguida, foram obtidas as porcentagens de recuperação (Tabela 5), que 

demonstram que a metodologia desenvolvida é sensível e está na faixa de 80 a 120 % exigida 

pela ANVISA para determinação quantitativa do analito93. 

 

Tabela 5. Porcentagens de recuperação do diclorvós em amostras de cenoura e tomate. 

 

Amostra Recuperação (%) 

Cenoura 106,8 ± 5,2 

Tomate 96,7 ± 5,6 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 60.  Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Au-CDtrodo em meio de NaClO4  

0,1 mol L-1 para as amostras de cenoura (A) e tomate (B) na ausência (▬) e na presença (▬) de 

pesticida diclorvós 5 x 10-7 mol L-1; � = 250 Hz, a = 50 mV, �Es = 10 mV e pH do eletrólito = 6,0.
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5 CONCLUSÕES 
 

O trabalho envolveu a síntese, purificação e caracterização do peptídeo proposto por 

estudos de modelagem molecular para mimetizar o sítio ativo da enzima acetilcolinesterase e 

possibilitou o desenvolvimento de metodologia analítica para detectar pesticida em amostras 

de alimentos empregando técnica eletroanalítica. 

Por meio da síntese de peptídeos em fase sólida obtiveram-se duas sequências 

peptídicas, sendo a sequência proposta por modelagem molecular e outra na qual foi inserido 

o aminoácido cisteína com a finalidade de imobilizá-lo de forma ordenada na superfície de 

ouro, com purezas de 97 e 98%, respectivamente. 

Os estudos espectrofotométricos envolvendo o peptídeo e o pesticida diclorvós 

demonstraram um forte processo de interação (K = 4 x 105 M-1), sendo que o aparecimento de 

um pico em 250 nm foi atribuído a formação de um complexo peptídeo-pesticida. 

A utilização dos eletrodos descartáveis à base de CD-R (Au-CDtrodo), por serem de 

construção simples, rápida e de baixo custo, apresentou-se como uma alternativa viável no 

desenvolvimento do sensor biomimético. A superfície do Au-CDtrodo limpa e modificada 

com o peptídeo foi caracterizada por meio das técnicas de voltametria cíclica, espectroscopia 

na região do infravermelho, espectroscopia por energia dispersiva de raios X, difratometria de 

raios X, microscopia eletrônica de varredura com fonte de emissão de campo e microscopia 

de força atômica. Observou-se que a imobilização é realizada por toda a superfície, tanto no 

vale entre as trilhas quanto nas próprias trilhas de gravação do CD-R. 

A otimização das condições experimentais para a imobilização do peptídeo na 

superfície do Au-CDtrodo foram realizadas por meio de planejamento fatorial. Os parâmetros 

avaliados que conduziram aos melhores resultados correspondem a concentração de peptídeo 

de 1 x 10-3 mol L-1 e o tempo de incubação de 1 h à 25 ºC. A estratégia de inserir cisteina para 

imobilizar o peptídeo indicou recobrimento de 68 % da superfície, que esta em consonância 

com outros trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa. 

Demonstrou-se a viabilidade do monitoramento da interação do peptídeo com o 

pesticida pela inibição do pico de redução ao redor de -1,2 V. Para a obtenção de uma melhor 

sensibilidade de detecção, os parâmetros da voltametria de onda quadrada foram avaliados. 

As condições mais adequadas foram obtidas utilizando uma frequência de 250 Hz, amplitude 

de pulso de 50 mV e o incremento de potencial de 10 mV. 

As análises de dicroísmo circular revelaram uma estrutura do tipo random coil para o 

peptídeo em solução tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0 e a provável formação de dobras 
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(turns) em meio de TFE. A análise da estrutura do peptídeo por dicroísmo circular nos 

diferentes meios foi importante para a adequação do melhor meio de pré-concentração. 

Os resultados obtidos com o peptídeo imobilizado na superfície eletródica 

demonstraram que a pré-concentração do pesticida deve ser realizada em meio de solução 

tampão fosfato de sódio 0,01 mol L-1 pH 7,0 em um tempo de pré-concentração de 15 

minutos. 

A seletividade preliminar do sensor biomimético foi avaliada para os pesticidas 

diclorvós, carbaril, metamidofós, acefato, metribuzin e clomazone. Os resultados indicam que 

o pesticida clomazone não apresenta interação com o peptídeo. Além do diclorvós, os 

pesticidas organofosforados acefato e metamidofós e o carbamato carbaril também 

apresentaram interação com o peptídeo, conforme esperado. Embora o metribuzin tenha 

apresentado uma inibição do sinal do peptídeo, outras investigações devem ser realizadas 

bloqueando a superfície do eletrodo previamente à etapa de pré-concentração para evitar a 

adsorção inespecífica de moléculas na superfície do eletrodo. 

Avaliaram-se as formas de estocagem do eletrodo após a etapa de imobilização sendo 

que o armazenamento na geladeira possibilitou 82% de estabilidade do peptídeo imobilizado 

após um período de 7 dias. 

Com todas as variáveis do sistema otimizadas, a curva analítica para o pesticida 

diclorvós foi construída, sendo obtidos limites de detecção e quantificação de  

1,40 x 10-8 mol L-1 e 4,66 x 10-8 mol L-1, respectivamente. Estes valores estão bem próximos 

ou com desempenho superior aos biossensores que utilizam a enzima acetilcolinesterase 

imobilizada na superfície de eletrodos publicados na literatura (Di Tuoro et al.37,  

Chauhan et al.39, Song et al.40), apresentando a vantagem de ser um peptídeo de estrutura 

menos complexa e com maior estabilidade que a enzima. 

A metodologia desenvolvida foi aplicada em amostras de cenoura e tomate fortificadas 

com 5 x 10-7 mol L-1 do pesticida diclorvós, sem qualquer pré-tratamento da amostra, 

obtendo-se recuperações aceitáveis, sendo muito importante para detectar pesticidas 

organofosforados e carbamatos em alimentos. No caso da necessidade de identificar e 

quantificar individualmente cada pesticida apenas aquelas amostras positivas seriam 

submetidas ao pré-tratamento para posterior análise empregando CLAE. 
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

1. Investigação de bloqueio da superfície eletródica previamente à etapa de pré-concentração 

evitando a adsorção inespecífica de moléculas; 

 

2. Realização da etapa de pré-concentração em meio do indutor de estruturas TFE; 

 

3. Avaliação da seletividade do sensor empregando diferentes classes de pesticidas; 

 

4. Aplicação do sensor biomimético para outras amostras de alimentos. 
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