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Imobilizacao de Enzimas para uso como Biossensores de
Poluentes

Maurilio Geraldete Pereira, Manildo Marcido de Oliveira

O Brasil esta entre os paises que mais utilizam pesticidas em lavouras, superando
em sete vezes a média mundial de 0,5 kg/hab (FAO, 2013). Aproximadamente 600
ingredientes ativos sdo registrados e utilizados na agricultura, como
organofosforados, carbamatos, organoclorados, piretréides, derivados de uréia,
bipiridilio e nitrocompostos. Dentre estes, destacam-se pelo alto grau de toxicidade
os organofosforados e carbamatos, que tem impacto direto sobre a saldde e 0 meio
ambiente. Para deteccdo destes pesticidas, biossensores com acetilcolinesterase
(AChE) purificada estdo sendo construidos e vem ganhando destague no
monitoramento ambiental, porém uma das etapas mais criticas nesse processo de
construcdo relaciona-se a imobilizacdo enzimatica, processo esse, que vem sendo
empregado baseados nas ligacfes fisicas e quimicas entre a biomolécula e o
suporte (dentre outros silica mesoporosa e quitosana).Os objetivos deste estudo
sdo: realizar testes de imobilizacdo enzimatica da enzima AChE em dois suportes,
silica mesoporosa e quitosana reticulada com glutaraldeido. E avaliar o tempo de
reutilizacdo da enzima baseado na atividade enzimatica pos-imobilizacdo nos dois
suportes citados anteriormente. Imobilizacdo das enzimas em silica e quitosana
(com glutaraldeido). As enzimas foram obtidas de cérebros de camundongos suicos,
processados com tampao fosfato pH 7,5 0,1 mol/L com 0,1% de Triton X-100. O
sobrenadante obtido de centrifugacdo (20000.g/120 min/4°C) € utilizado na
imobilizacdo em 20 mg de Silica e 20 mg de quitosana reticulada agitada levemente
em tampdao fostato pH 7,5 por 24 horas em temperatura ambiente. Aliqguotas do
sobrenadante do meio de imobilizagdo séo recolhidas para dosagem de proteinas no
decorrer do experimento (de 1 em 1 hora, durante as 4 primeiras horas). A silica
mesoporosa foi mais eficiente na imobilizagdo da AChE nos parametros comparados
(atividade enzimatica e dosagem de proteinas) com a quitosana reticulada. Em
relacdo ao tempo de armazenamento para reutilizacdo da enzima, observou-se que
a AChE imobilizada com silica mesoporosa pode ser armazenada por pelo menos
300 dias, mantendo ainda enzima ativa, enquanto a quitosana reticulada (com
glutaraldeido) garantiu a enzima ativa por 112 dias. Os experimentos realizados com
os dois suportes (silica e quitosana) na imobilizacdo da enzima AChE extraidas de
cérebro de camundongo, mostraram que a silica mesoporosa € o suporte mais
eficaz e com potencial para a construcdo de biossensores.
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