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Introducao

A descoberta de inibidores seletivos para a enzima
butirilcolinesterase (BuChE) tem grande importancia
no desenvolvimento de pesticidas para o combate a
pragas nas lavouras e farmacos para o tratamento
de pacientes diagnosticados com a Doenca de
Alzheimer.' O trabalho de identificagio de inibidores
seletivos pode ser intensificado com o
desenvolvimento de métodos eficientes e rapidos
para triagem de colegdes e extratos naturais. Nesse
contexto, a produgdo de reatores com enzimas
imobilizadas (IMERs) possibilita 0 acoplamento on
line de reagbes catalisadas por enzimas com um
sistema de cromatografia liquida (CL) torna-se uma
abordagem interessante nos estudos de triagem de
inibidores seletivos. Em continuacao aos trabalhos
com imobilizagdo de enzimas desenvolvidos em
nosso grupo® a enzima BuChE foi covalentemente
imobilizada nas paredes internas de capilares de
silica fundida resultando no IMER-BuChE que foi
acoplado a um sistema de CL. A atividade,
estabilidade e constantes cinéticas do IMER-BuChE
foram avaliadas e o método de triagem validado.

Resultados e Discussao

A atividade enzimética do IMER-BuChE foi avaliada
pelo método colorimétrico modificado de Ellman®.
Tal método baseia-se na produgdo da tiocolina
através da hidrolise do analogo do substrato da
BuChE, a butiriltiocolina. A tiocolina reage com o
chamado reagente de Ellman presente na fase
mével formando uma mistura de dissulfetos e um
anion amarelo com intensa absor¢gdo em 412 nm.
Apés a imobilizagao foram realizados estudos sobre
a influéncia da vazao, do pH e uso de solventes
organicos na atividade enzimatica.

Os estudos sobre a vazdo mostraram uma
conversao mais eficiente do substrato em produto
quando da utilizag&o de 0,05mL/min. (Fig. 1).

TO0000- I."(\l

e 0.050 mL/min

] | 0.075 mL/min
\ 0.010 mL/min

o uIS 10 15 20 % 0 a5 lIJ 45 =in
Figura 1. Influencia da vazao sobre a atividade
enzimatica.
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No estudo da influéncia do pH foram avaliados pHs:
6,0; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 € 9,0, e a enzima apresentou
maxima atividade e por tempo de exposigdo em
tamp&o com pH 9,0. Fig. 2A
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Figura 2. Atividade enzimatica em fungao do pH.
(A) Influéncia do uso de solventes organicos (em
50%) sobre a atividade enzimatica. (B)

Na triagem de compostos € comum o uso de
solventes orgénicos no preparo das amostras e
estes podem afetar a atividade da enzima. A
influéncia desses solventes também foi avaliada em
50% (v/v).

Como mostra a figura 2B os solventes organicos
isopropanol e acetonitrila, sdo os menos indicados
para 0 uso no biorreator, pois provocaram uma
queda maior que 50% da atividade enzimética
inicial. Observa-se, no entanto, que em presencga de
DMSO a atividade catalitica nao foi afetada.

Conclusoes

A escolha do suporte e 0 método de imobilizagao
utilizado foi eficiente com a retencéo da atividade
catalitica da enzima. O IMER manteve-se estavel e
ativo por um periodo superior a 8 meses, permitindo
a sequéncia do trabalho iniciado e sua utilizagdo em
estudos de inibicao on-line.
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