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Biosensors Based on Acetylcholinesterase for the Detection of 
Pesticides organophosphates: Trends and Perspectives
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Organophosphate (OPs)insecticides are capable of combating pests in food cultivation, acting through 
inhibition of the acetylcholinesterase enzyme (AChE), which catalyzes the hydrolysis of acetylcholine 
(ACh), a neurotransmitter fundamental for the functioning of the autonomic nervous system. The 
consumption of contaminated food and water can cause neurological diseases, therefore is a need for 
methods of rapid and reliable detection of these compounds, and here we highlight methods based on 
enzymatic biosensors. This work presents a wide discussion about the advances in the development of 
AChE-based biosensors for the detection of OPs, as well as suggestions for new investigations that may 
contribute to the area.
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1. Introdução

Pesticidas têm sido amplamente aplicados para proteger as culturas agrícolas e são uma das 
poucas substâncias tóxicas liberadas deliberadamente no ambiente para exterminar organismos 
vivos. O uso disseminado de pesticidas, ao longo dos anos, tem gerado benefícios, mediante 
controle de populações de pragas que reduzem a produtividade agrícola, mas também tem 
causado muitos problemas tanto para a saúde humana como para o ambiente.1-3 O termo pesticida 
é aplicável não só a inseticidas (agrícolas ou domissanitários), mas também a herbicidas, 
fungicidas e várias outras substâncias usadas para controlar pragas. Na fabricação desses 
produtos, ingredientes químicos ativos são combinados com água, solventes e emulsificantes, 
além de outros ingredientes químicos e não químicos, de forma a repelir, matar e controlar 
pragas nos diversos ambientes, tais como agrícolas, jardins, empresas, hospitais e domicílios.2,3

Em relação aos inseticidas, sua eficácia geralmente depende de quando e onde uma praga 
se encontra; contudo, muitos inseticidas afetam outras espécies e têm impactos negativos 
sobre o ambiente e a saúde humana.2-4 A exposição humana a inseticidas pode resultar em uma 
série de efeitos prejudiciais. Por exemplo, a exposição a inseticidas organofosforados (OFs) 
pode resultar em distúrbios nervosos, sendo que os sintomas da intoxicação aguda e subaguda 
têm sido associados à cefaleia, salivação excessiva, lacrimejo, náusea, diarreia, insuficiência 
respiratória, visão embaçada, convulsão e perda de consciência.4Alguns desses compostos 
podem bioacumular-se, sendo então transportados e ampliados ao longo da cadeia alimentar.3,4 

Mesmo em menores concentrações, em relação à exposição humana, tais compostos podem 
ocasionar efeitos crônicos na maioria das vezes irreversíveis.5-7 Devido essa problemática, 
torna-se indispensável o monitoramento constantede resíduos desses pesticidas em amostras 
de alimentos e ambientais.

Os métodos de análise dos inseticidas organofosforados inibidores da enzima 
acetilcolinesterase (AChE) são ainda baseados em técnicas cromatográficas.8 Métodos como 
a Cromatografia Gasosa (CG) e a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE),são 
amplamente utilizados para determinação de OFs, que embora sejam bastante sensíveis e 
confiáveis, possuem elevado custo de operação enecessita de elevado grau de pureza dos 
reagentes; pois, demandam de preparo, extração ou purificação da amostra a ser analisada, a fim 
de eliminar interferentes, bem como demais etapas posteriores.9-11 Além disso, há a inviabilidade 
da utilização destes equipamentos em estudos de monitoramento in loco, motivo pelo qual a 
portabilidade é essencial para que se possam ter respostas rápidas e, consequentemente, imediatas 
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tomadas de decisão, em caso de contaminação e suspeita 
de intoxicação em massa.Dessa forma, os biossensores 
enzimáticos tornam-se aliados e comparativamente 
eficientes, em relação às técnicas analíticas existentes,para 
a detecção de resíduos de pesticidas.12

Nesse sentido, a partir dos anos 1990, diversos métodos 
baseados na espectrofotometria, a partir de técnicas 
imunoquímicas, principalmente aqueles que envolvem 
ELISA (do inglês, enzyme-linked imunosorbent assay), 
foram propostos para a detecção de resíduos de compostos 
inibidores da enzima AChE.13,14 Mediante uso de métodos 
baseados em ELISA, foram detectados resíduos dos 
inseticidas endosulfan (OF) em diversas amostras de 
hortaliças e frutas; e, também,fenitrotion (OF) em arroz e 
alface.15,16

Apesar das inúmeras vantagens, em especial a 
possibilidade de se analisar dezenas de amostras ao mesmo 
tempo,os métodos imunoquímicos, por serem baseados em 
ligações específicas do tipo antígeno-anticorpo, torna-se 
necessário o uso de cobaias para produção dos anticorpos 
específicos, o que tem esbarrado em problemas éticos.Além 
disso, a produção desses biorreagentes é de elevado custo,a 
aplicação de um imunoensaio requer um prévio tratamento 
das amostras, e o equipamento para leitura normalmente 
não é portátil, o que impede seu uso in loco.13, 14-17

Como alternativa, ainda nos anos 1980 surgiram os 
biossensores, na sua maioria eletroquímicos, sensíveis aos 
inseticidas organofosforados (OFs). O princípio de ação 
explorado para desenvolvimento desses biossensores é a 
inibição da atividade enzimática, causada pela presença 
desses pesticidas na amostra de alimento ou de água.18,19 

Indubitavelmente, os biossensores baseados na enzima 
AChE têm sido os mais utilizados para análise de resíduos 
de pesticidas e em trabalhos de monitoramento ambiental, 
controle de qualidade e segurança alimentar, devido à sua 
ultra-sensibilidade, baixo custo operacional e resultados 
rápidos.11,20-21

No presente trabalho pretende-se discutir brevemente 
o desenvolvimento e a aplicabilidade desses biossensores, 
estabelecer uma comparação entre os sistemas de detecção 

mais antigos e os atuais, e apresentar os desafios relacionados 
aos protótipos, no que tange à sua portabilidade e automação. 

2. Os Biossensores Baseados na Enzima 
AChE: História e Funcionamento

A maior parte dos biossensores voltados à detecção 
de compostos OFs está na classe dos biossensores 
eletroquímicos. Um biossensor eletroquímico é um 
dispositivo autônomo integrado, o qual é capaz de fornecer 
informação, quantitativa ou semi-quantitativa, específica 
e analítica, usando um elemento de reconhecimento 
biológico que é mantido em contato direto com um elemento 
transdutor eletroquímico.11,20,22 Os sensores assim formados, 
em geral, são compostos de sistemas de três canais, com 
eletrodos de trabalho, auxiliar e de referência,porém alguns 
protótipos operaram no passado com dois eletrodos, de 
trabalho e de referência.22

O elemento de biorreconhecimento pode ser uma 
enzima, um anticorpo, uma célula, uma organela, o DNA, 
um oligonucleotídeo, enfim, qualquer espécie bioquímica, 
organismo ou parte dele, que seja sensível à presença da 
substância que está sendo detectada (analito). A maioria dos 
biossensores até o momento desenvolvidos para detecção 
de substâncias anticolinesterásicas opera com as enzimas 
acetilcolinesterase, AChE, e butirilcolinesterase, BChE, 
estas últimas chamadas de pseudocolinesterases.19,23

O princípio de detecção desses biossensores baseia-se na 
reação de hidrólise da acetilcolina (ACh), o substrato natural 
da AChE, convertendo-a em acetato e colina (Figura 1). 22,23 
Inicialmente, ocorre a hidrólise da acetilcolina, formando o 
complexo enzima substrato, produzindo posteriormente a 
molécula de colina e a enzima acetilada, que é hidrolisada 
rapidamente a ácido acético (AOH), liberando então a 
enzima livre. 

Assim, a acetilcolina (ACh) foi o substrato inicialmente 
explorado no desenvolvimento dos primeiros biossensores 
eletroquímicos.Um exemplo disso foi o sensor bi-
enzimático baseado em colinesterase (ChE) e colina 

Figura 1. Reação de hidrólise da acetilcolina (ACh), em presença da enzima acetilcolinesterase (AChE), 
produzindo corrente elétrica. Fonte: Autor (2021)
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oxidase (ChO), no qual se monitorava, ao final das reações 
bioquímicas, a quantidade do peróxido de hidrogênio 
formado, em um potencial fixo de 650 mV, e se controlava 
a quantidade de oxigênio a ser suprido, num eletrodo 
de Clark(Figura 2).Esses eletrodos deram origem aos 
biossensores de primeira geração para detecção de agentes 
anticolinesterásicos.20,23

A hidrólise da ACh gera corrente elétrica e, com o 
intuito de melhorar a resposta do biossensor, optou-se por 
substituir a acetilcolina (ACh) por acetiltiocolina (ATCh), 
como substrato, que ao ser hidrolisado forma a tiocolina, 
que por sua vez dimeriza-se na superfície do eletrodo de 
trabalho, gerando uma intensidade de corrente duas vezes 
maior (Figura 3), caracterizando, assim, os biossensores de 
segunda geração.20,22,24

Os sensores eram constituídos de eletrodos de vidro, 
porém, com o passar do tempo, vieram os sensores tubulares, 
os sensores produzidos em larga escala pela técnica de 

serigrafia e, mais recentemente, os eletrodos à base de 
nanotubos de carbono.25-29

Com o crescente conhecimento dos processos de 
transferência de elétrons, do meio reacional até o transdutor, 
foram desenvolvidos sensores mais eficientes e mais 
sensíveis, mediante incorporação, no eletrodo de trabalho, 
de mediadores eletroquímicos, substâncias que facilitam 
o processo de condução eletrônica. O uso de mediadores 
eletroquímicos levou a um melhoramento significante 
na versatilidade de construção destes sistemas, visto que 
o potencial de trabalho passou então a ser função deste 
mediador e não mais dos substratos empregados ou dos 
reagentes gerados no meio reacional. 30-32

Os mediadores participam do processo de geração de 
corrente elétrica, uma vez que, no decorrer da hidrólise 
enzimática do substrato, o produto da reação (a colina 
ou tiocolina) é reduzido, enquanto o mediador é oxidado, 
gerando corrente elétrica, que é transportada e detectada no 

Figura 2.Reações de hidrólise que se processam em sensores bienzimáticos, à base de colinesterase (ChE) e 
colina oxidase (ChO), com geração de corrente elétrica (sensores de primeira geração). Fonte: Autor (2021)

Figura 3. Reação de hidrólise da acetiltiocolina, catalisada pela enzima colinesterase (ChE), seguida da dimerização 
da tiocolina,com geração de corrente elétrica mais intensa (sensores de segunda geração). Fonte: Autor (2021)
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potenciostato (Figura 4). 
Os sistemas que incorporam mediadores no eletrodo 

de trabalho são considerados biossensores de terceira 
geração.33 A Figura 5 apresenta estruturas dos mediadores 
eletroquímicos que têm sido mais empregados como 
modificadores do eletrodo de trabalho, por ocasião da 
construção de biossensores à base de enzimas AChE’s.

Um dos fatores cruciais na preparação de biossensores 
enzimáticos é o mecanismo de incorporação da enzima 
ao eletrodo de trabalho. Dependendo do procedimento de 
imobilização enzimática, a sensibilidade e a estabilidade do 
biossensor podem ser modificadas.26,33 Diversos mecanismos 
de imobilização da enzima têm sido explorados na produção 
de biossensores eletroquímicos, desde os mais antigos, 
como a sua fixação em membranas de nylon e os processos 
adsortivos,como os mais atuais, baseados em ligação 
cruzada com glutaraldeído,fotopolimerização em rede 
polimérica,como as formadas de grupamentos polivinílicos, 
entre outros.34-40

Patel e colaboradores, 2019 41, desenvolveram um 
biossensor à base de AChE construído com nanotubos 
de carbono, no qual a enzima foi imobilizada em BSA, 
conferindo melhores condições ao microambiente e melhor 
atividade da AChE.Independentemente do processo de 
imobilização, a atividade da enzima AChE, após preparo 

do biossensor, deve ser capaz de produzir uma corrente 
em um nível que possa ser monitorada ao longo do tempo 
de reação, por intermédio de um potenciostato, processo 
conhecido como cronoamperometria.42

3. Princípio Bioquímico da Inibição Enzimática

3.1. Organofosforados e a atividade enzimática

Os compostos anticolinesterásicos em geral, são 
aqueles quequando em contato com a enzima AChE, 
causam sua inibição reversível ou irreversível, mais 
precisamente os organofosforados provocam inibição 
irreversível.22,43Atualmente, há a tendência em determinar 
inibidores enzimáticos de diferentes classes de substâncias 
tóxicas, incluindo inseticidas, devido à persistência 
no ambiente, que tais compostos apresentam, além da 
possibilidade de bioacumulação e seus efeitos nocivos aos 
seres vivos.44-46

A enzima AChE está intrinsecamente ligada às reações 
sinápticas no sistema nervoso, e sua inibição reflete no 
bloqueio da neurotransmissão, gerando paralisias nos 
organismos afetados.46 O mecanismo de detecção dos OFs é 
baseado na inibição dessa enzima. No processo de inibição, 

Figura 4. Papel dos mediadores eletroquímicos como facilitadores da geração e transferência de elétrons, durante a hidrólise 
enzimática da acetilcolina, catalisada pela enzima AChE, nos biossensores de terceira geração. Fonte: Autor (2021)

Figura 5. Mediadores eletroquímicos mais usados na construção de biossensores à base da enzima AChE. (a) Ftalocianina de cobalto; 
(b) Tetracianoquinodimetano (TCNQ);(c) ρ-benzoquinona; (d) Azul de metileno; (e) Azul de Meldola.
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o grupo hidroxilado serina é bloqueado por átomo de fósforo 
ligado ao composto organofosforado(Figura 6) ou carbono 
cabonílicopara carbamatos. Por isso, OFs são capazes de 
ligar-se covalentemente à AChE, de maneira não reversível, 
diferenciando-se, por exemplo, do processo inibitório 
promovido por CBMs, que formam complexos menos 
estáveis com a enzima e podem sofrer descarbamilação.22,33,46

A inibição irreversível por OFs causada na enzima, 
garante o funcionamento de dispositivos que monitorem as 
concentrações destes pesticidas.Na prática, o monitoramento 
da inibição enzimática através do uso de biossensores à base 
de AChE, é realizado mediante registro da intensidade de 

corrente elétrica gerada (I0); em seguida, empregando-se 
o mesmo biossensor realiza-se a medida, sob mesmas 
condições (mesmo potencial de trabalho, pH do meio, 
concentração do substrato, potencial de trabalho, etc), porém 
com o biossensor tendo sido submetido à inibição mediante 
imersão do mesmo na amostra supostamente contaminada 
com o inibidor (pesticida) por um determinado período de 
tempo, e então registra-se o novo valor de corrente (I) por 
reação com o substrato (Figura7). A diferença percentual 
entre a primeira medida e a segunda (menor) fornece o 
grau de inibição relativa percentual (IR%), sendo esta 
proporcional à concentração do inibidor.11,40,46

Figura 6. Fórmula geral da classe dos pesticidas organofosforados e estruturasde algumas substâncias. Fonte: Autor (2021)

Figura 7. Esquema de inibição da enzima AChE, mediante monitoramento da corrente gerada, antes e após incubação do 
biossensor na solução ou amostra contendo o pesticida (inibidor). Fonte: Autor (2021)



Costa

229Vol. 14, No. 2

O princípio dos biossensores está no reconhecimento 
biológico capitaneado por receptores-transdutores, que 
fornecem um sinal analítico, em geral eletroquímico. A 
montagem do biossensor depende do direcionamento 
biológico, das especificidades de detecção de espécies 
tóxicas e interações. Baseiam-se, pois, na reprodução 
assistida a partir da atividade inibitória da enzima em contato 
com inseticidas. Nos protótipos mais modernos e eficazes, 
tem sido cada vez mais atestada a eficiência da AChE 
como elemento de bioreconhecimento, pela sua elevada 
sensibilidade aos pesticidas OFs e CBMs.22,30,46

3.2. O processo de detecção 

Mediante a atividade inibitória exercida pelos pesticidas, 
são descritas uma variedade de montagens e processos para 
a elaboração de biossensores. Um dos exemplos é o trabalho 
que explorou a capacidade de complexação e interação entre 
grupos hidroxil e amina, conforme a cadeia polimérica de 
carbono-quitosana mesoporosa (OMC-CS), aliada com 
óxido de cério a partir das propriedades redox e boa taxa 
de transferência eletrônica.45Esse arranjo propiciou um 
microambiente favorável à imobilização da enzima AChE 
em um eletrodo serigrafado, possibilitando a detecção 

do inseticida OF clorpirifós. O mesmo biossensor ainda 
apresentou desvio padrão relativo (DPR) de 4,5% paraa 
repetibilidade no método e estabilidadeem relação à corrente 
inicial variou de 98% a 91,2% a partir do nono ao trigésimo 
dia de utilização.45

Ainda, foi desenvolvido um biossensor para detecção 
do composto diclorvós, composto de em eletrodo de 
diamante dopado com boro (BDD).46 A partir do carbono 
poroso similar ao favo de mel, e combinando-se nanotubos 
do tipo AuNPs com líquidos iônicos (ILs), foi produzida 
uma matriz de imobilização capaz de exercer um efeito 
sinérgico, impulsionando assim o desempenho do 
biossensor na adsorção da mistura AChE - soroalbumina 
bovina (BSA), arranjo este que favoreceu o aumento da 
resposta eletroquímica. O protótipo apresentou elevada 
sensibilidade, com limite de detecção de ~ 0,3 nM para 
o OF, com percentual de 95,42% em relação à corrente 
inicial após trinta dias de armazenamento, indicando 
boaestabilidade.

Trabalhos mais recentes têm dado enfoque para a 
aplicação de nanomateriais, evidenciando a necessidade 
de padronização dos procedimentos de imobilização 
enzimática. A Tabela 1 exemplifica alguns sistemas 
biossensores empregados, bem como os analitos alvos.

Tabela 1. Sistemas de biossensores à base de acetilcolinesterase empregados para detecção de OFs e outros agentes anticolinérgicos

Eletrodo
Procedimento de 

Imobilização Enzimática
Mediador 

Eletroquímico 
Potencial de 
Trabalho (V)

Limite de detecção 
(nM) 

Analito(s) Refs.

GCE Gluteraldeído/ SWCNTs – + 0,62  3,75 × 10−2 Metil paration [29]

SPE Gluteraldeído/BSA Tetratiafulvaleno (TTF) +0,25 200 Codeína [30]

GCE BSA AuNPs +0,54 0,39 Dimetoato [33]

SPCE* CS CeO2 - CS/OMS-CS +0,7 2,8 × 10−2 Clorpirifós [45]

CGE Gluteraldeído TTP +0,83 17,5 Malation [47]

GCE Náfion AuNPs / GO +0,57 8,24 × 10−5 Metil malation [48]

GCE – IL / MWCNTs +0,6 3,3 × 10 -2 Monocrotofos [49]

GCE Quitosana TiO2 +0,65 0,29 Diclorvós [50]

GCE Quitosana Azul da prússia +0,32 3,0 Carbaril [51]

SPE Quitosana/ MWCNTs DCHP +0,85 0,142 Clorpirifós [52]

SPE Álcool polivinílico Sílica mesocelular (MSF) +0,68 0,2 Monocrotofos [53]

SPE Quitosana Carbon Black + 0,3 50 Paraoxon [54]

SPE BSA /Náfion Carbon Black/ CoPC +0,4 0,7 Paraoxon [55]

Au-SPE Cisteamina/ Gluteraldeído – +0,4 7,22 Paraoxon [56]

SPE – Azul da prússia/ MWCNTs +0,2 0,22 Pirimicarb [57]

SPSE* BSA – 0,0 7,13 Clorpirifós [58]

CGE rGO 0,15 1,9 Carbaril [59]

CGE CLDH GN- AuNPs 0,58 0,14 Clorpirifós [60]

CGE – MWCNTs/ GONPs +0,7 1,7 Carbaril [61]

CGE – Cl /MWCNTs +0,6 2,8 × 10 -3 Monocrotofos [62]

Legenda: - Não houve menção no trabalho; *(Eletrodo de Prata Serigrafado); CGE (Eletrodo de Carbono Vítreo); SPE (Eletrodo Serigrafado); BSA 
(Albumina de Soro bovino); rGO (óxido de grafeno); CS (Quitosana); OMS (Quitosana mesoporosa); CoPC (Ftalocianina de Cobalto);SWCNTs (Nanotubo 
de carbono de parede única); AuNPs (Nanopartículas de ouro); MWCNTs (Nanutubos de carbono com paredes múltiplas); IL (Líquido Iônico); CLDH 
(Hidróxido duplo em camadas calcindas Cu-Mg-Al); GONPs (Nanopartículas de óxido de grafeno); TTP (Poli [2,2,5,5]-Tertiofeno- 3-carbaldeído); DCHP 
(Diciclohexil ftalato).
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4. Estratégias Atuais para Análise de Enzimas: 
AChE

Dentre os procedimentos envolvendo o monitoramento 
de atividade inibitória de inseticidas na AChE, destacam-se 
análises in vitro, através de método cromatográfico, espec-
trofotométrico, e com enfoque nos métodos electroanalíticos 
descritos aqui, através de biossensores amperométricos. 

Nos últimos anos, o uso da nanotecnologia tem sido 
altamente promissor na melhoria das respostas dos sistemas 
eletroquímicos. Produzir nanomateriais, investigando 
determinados parâmetros, tais como quiralidade, 
metalicidade, comprimento e diâmetro, tem sido também 
objetivo de vários trabalhos. 19,42,47 Assim, o desenvolvimento 
de biossensores que incorporam nanomateriais em sua matriz 
sensível tem possibilitado potencializar a sensibilidade e o 
tempo de resposta dos protótipos.47-50

Géis à base de óxido de titânio (TiO2) normalmente 
apresentam desvantagens para o aprisionamento de enzimas 
a eletrodos, devida à baixa adesão e alta fragilidade, 
resultando em perda de estabilidade do sensor.51Entretanto, a 
partir da combinação deste gel com o biopolímero quitosana 
foi possível obter nanocompósitos, apresentando uma 
estratégia eficaz para reforçar a resistência da AChE no 
sensor, promovendo alto limite de detecção para o inseticida 
OF diclorvós.

Por isso, tem se tornado cada vez mais comum aliar a 
peculiaridade dos diversos nanomateriais que apresentam 
atividade eletroanalítica a superfícies específicas, como por 
exemplos matrizes poliméricas. Polímeros conjugados (CPs) 
sintetizados são atrativos para tal aplicabilidade, devido à 
sua excelente condutividade.50-56

Essa estratégia relativamente recente tem possibilitado 
melhorar a sensibilidade dos biossensores para detecção 
de agentes anticolinérgicos.60-62 Por exemplo, para a 
detecção do inseticida OF paration metílico em amostras 
de água, foi desenvolvido um sensor do tipo nanotubo 
contendo, no eletrodo de trabalho, uma pasta composta 
de nanopartículas sintetizadas de SnO2 e nanotubo de 
carbono com paredes múltiplas (MWCNTs), tendo sido o 
contato elétrico feito por um fio de cobre e a enzima AChE 
imobilizada mediante ligação cruzada com glutaraldeído.
Com detecção amperométrica em potencial de trabalho de + 
0,8 V, e baseando-se na inibição provocada pelo inseticida, 
foi obtido um limite de detecção de 0,1 µM.63

Em outro trabalho, um biossensor foi produzido à base 
da enzima organofosforado hidrolase (OPH), purificada 
e extraída a partir das células da bactéria Brevundimonas 
diminuta e imobilizada com glutaraldeído em uma célula 
eletroquímica de PVC. O eletrodo de trabalho consistiu em 
uma pasta de nanotubo de carbono e fio de Ag, e as medidas 
amperométricas foram realizadas fixando-se o potencial de 
trabalho a + 0,8 V. A faixa linear obtida para o inseticida 
paration metílico foi de 0,1-200µM, e o biossensor foi 
comprovadamente seletivo e estável.64

Recentes estratégias, incluindo modelagem computacio-
nal, têm sido empregadas de modo preliminar aos estudos 
envolvendo enzimas em geral, incluindo a AChE e antico-
linérgicos. Assim, ressalta-se o uso de análises in sílico, 
mais especificamente a docagem molecular para avaliação 
de ligantes e macromoléculas.

Desse modo, a docagem molecular propicia uma 
avaliação das estruturas alvo referentes às interações 
moleculares nos sítios ativos da enzima durante o processo 
de catálise enzimática, bem como acerca de qualquer 
inibição enzimática, seja por fármacos ou pesticidas.65-67A 
docagem molecular indica a natureza das interações entre 
as moléculas e a enzima acetilcolinesterase, tal ferramenta 
computacional promove por simulação o detalhamento de 
reações bioquímicas a nível atômico, como também faz a 
previsão quanto ao sítio ativo que haverá melhor interação 
com substrato, e qual será mais afetado quando em presença 
de um possível inibidor. 68,70

Dessa forma, Ali et al., (2018) descreveramem estrutura 
3D a modelagem molecular da AChE, tanto em presença de 
substrato, quanto posteriormente, a influência dos pesticidas 
OPs malation, carbaril, metomil e carbofuran-3-hidroxil no 
sítio ativo da enzima. Foi comprovado que a macromolécula 
da enzima possui 604 aminoácidos, e que o sítio ativo 
constituinte de grupo hidroxila fenólico apresentou melhor 
afinidade com o substrato, correspondendo também à 
maior sensibilidade da AChE em relação aos inibidores, 
comprovada pelos escores e energia de ligação. 69

Zhang et al., 2019 71, desenvolveram um sensor a base 
de grafeno e modificado com AChE, a fim de avaliar a 
quiralidade dos compostos (+)/(-)- metamidofós e quando 
monitorado com o dispositivo, confrontando com a 
avaliação de interação molecular desses compostos em 
relação ao grafeno e a acetilcolinesterase. A docagem 
molecular determinou que houve interação do grafeno e 
AChE com os respectivos enantiômeros, que propiciou a 
detecção simultânea pelo dispositivo dos dois compostos, 
com seletividade de 0,34 ug/L e 0,32 ug/L para (+)/(-)- 
metamidofós, respectivamente. 

Além disso, há simulações por métodos matemáticos 
capazes de estabelecerem as melhores condições 
operacionais, a fim de potencializar as reações envolvendo 
enzimas imobilizadas em diversas plataformas; interação 
enzima- substrato, quando em presença ou não de 
inibidor. Também, diversos parâmetros são investigados e 
estabelecidos durante a produção de biossensores, como por 
exemplo, a etapa crucial de imobilização enzimática.72-74

A aplicação de algoritmos quimiométricos para 
fabricação de biossensores, viabiliza a produção em massa 
de tais dispositivos, intensificando a reprodutibilidade 
destes. Quanto a otimização de preparo de biossensores 
é possível estabelecer por métodos de transferências 
de calibração multivariada a partir de conjuntos não 
idênticos.74Essa ferramenta determina uma série de 
condições preliminares que otimizam a produção de 
biossensores a base de AChE, cuja tendência é minimizar 
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erros experimentais, otimizar o tempo durante o preparo 
destes dispositivos, e consequentemente, diminuir custos 
durante a produção. 

Khadem et al., 2020, estabeleceram método de detecção 
eletroquímica de pesticidas através de sensores voltamétricos 
com abordagem estatística multivariada, quando otimizadas 
as condições operacionais de voltametria de onda quadrada. 
Foi efetuado um planejamento fatorial fracionário para 
averiguar os efeitos das variáveis na resposta do sensor, 
que possibilitou limites de detecção de 27 nM e 41 nM para 
diazinon e dicloran, respectivamente. 75

Ademais, o estudo estabelecido por Ribeiro et al., 
2021, descreveu um levantamento acerca da prospecção 
tecnológica quanto ao desenvolvimento de biossensores 
enzimáticos para detecção de pesticidas. Foi estipulado 
que majoritariamente entre os anos de 1991-2020, o 
maior quantitativo de publicações (em forma de artigos 
- encabeçando 89,3%), tiveram foco no desenvolvimento 
de biossensores a base das Colinesterases, a saber, 
Acetilcolinesterase (AChE), seguido de Glutationa-S- 
Transferase, entre outras enzimas.76

5. Avanços e Perspectivas

Acredita-se que com os avanços dos biossensores 
de terceira geração, a incorporação de um mediador 
eletroquímico que facilite o processo de transferência 
de elétrons, há uma tendência para o desenvolvimento 
de materiais cada vez mais compatíveis com o ambiente 
natural e propício para atividade da acetilcolinesterase.A 
produção de biossensores sensíveis tende a ter um enfoque 
em aspectos como a avaliação química, morfológica e 
eletroquímica de tais materiais. 

Além disso, aliar avaliação in sílico, como a docagem 
molecular, evidencia uma abordagem cada vez mais precisa 
quanto às interações de diversos inibidores da enzima. 
Também, a utilização de métodos matemáticos, que definam 
os parâmetros fundamentais nas etapas de produção de 
biossensoressensíveis na detecção desses inibidores, com 
enfoque nos pesticidasOFs, para minimizar cada vez mais 
os efeitos nocivos dessas substâncias. 

Acerca da sensibilidade dos biossensores a base de AChE 
é indubitável que, devido a reação irreversível provocada 
por inibidores, este fator também está intrinsecamente 
relacionado à alta sensibilidade da enzima em questão, 
como os discutidos no presente trabalho. Quanto a detecção 
de pesticidas por biossensores enzimáticos, apesar da 
dependência do detector, nesse caso o potenciostato/ 
galvanostato, quando comparado a demais técnicas, como 
por exemplo a cromatográfica, osbiossensores enzimáticos 
são capazes de forneceremalta sensibilidade, por menores 
custos operacionais.

 Há uma série de possibilidades para a determinação e 
o monitoramento destes pesticidas, podendo ser realizadas 
análises diretamente in loco ou na matriz de suspeita de 

contaminação, seja em rios, alimentos, amostras biológicas, 
abrindo precedentes também para monitoramento 
atmosférico, uma vez que os biossensores são facilmente 
transportados e, portanto, acopláveis a suportes que 
viabilizem tais análises, como por exemplo, os drones. 
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