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Abstract—A n e w m e t h o d f o r o b t a i n i n g s t a b l e b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e ( B u C h E ) s a m p l e s b a s e d o n t h e e n z y m e 
i m m o b i l i z a t i o n i n s t a r c h a n d g e l a t i n g e l s f o l l o w e d b y d r y i n g i s p r o p o s e d . C o i m m o b i l i z a t i o n o f B u C h E w i t h 
t h e t h i o l g r o u p i n d i c a t o r 5 , 5 ' - d i t h i o b i s ( 2 - n i t r o b e n z o i c ) a c i d d i d n o t r e d u c e t h e a c t i v i t y o f B u C h E , w h i c h 
a l l o w e d u s t o s i m p l i f y t h e p r o c e d u r e a n d r e d u c e t h e t i m e o f a n a l y s i s o f o r g a n o p h o s p h o r u s p e s t i c i d e s . T h e r e s u l t 
i n g i m m o b i l i z e d s a m p l e s r e t a i n e d a c t i v i t y f o r a t l e a s t 3 0 0 d a y s . B u C h E s a m p l e s b a s e d o n t h e s t a r c h g e l s h o w e d 
a g r e a t e r s e n s i t i v i t y i n t h e d e t e r m i n a t i o n o f p e s t i c i d e s a s c o m p a r e d t o t h e s a m p l e s b a s e d o n t h e g e l a t i n g e l . 

T h e h i g h s e n s i t i v i t y a n d s e l e c t i v i t y o f m e t h o d s f o r 
d e t e r m i n a t i o n o f subs t ances u s i n g e n z y m e s deter¬
m i n e s t h e i r w i d e u s e a s a n a l y t i c a l s y s t e m s f o r r a p i d 
a n a l y s i s o f t h e degree o f p o l l u t i o n o f e c o s y s t e m s o f 
v a r i o u s c o m p l e x i t y [ 1 — 3 ] . H o w e v e r , c u r r e n t l y t h e 
e n z y m a t i c m e t h o d s o f c o n t r o l o f e n v i r o n m e n t a l 
ob jec t s a r e n o t w i d e l y u s e d i n p r a c t i c e . T h i s i s associ¬
a t e d p r i m a r i l y w i t h t h e p r o b l e m o f p r o v i d i n g t h e sta¬
b i l i t y o f e n z y m e p r e p a r a t i o n s ( n a m e l y , r e t e n t i o n o f t h e 
a n a l y t i c a l s i g n a l v a l u e a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s , 
e x t r e m e p H v a l u e s , e t c . ) r a t h e r t h a n w i t h t h e l a c k o f 
r e g u l a t i o n s o f t h e i r u s e [ 4 ] . T o u s e e n z y m e s i n 
m e t h o d s o f e n v i r o n m e n t a l b ioas says a n d a s se s smen t 
o f t h e q u a l i t y o f w a t e r , a i r , a n d s o i l m o r e w i d e l y , i t i s 
n e c e s s a r y t o o b t a i n r e a g e n t s t h a t c o m b i n e s t a b i l i t y 
d u r i n g s to rage a n d u s e a n d s e n s i t i v i t y t o i n h i b i t o r s o f 
e n z y m e s a t t h e l e v e l o f t h e i r m a x i m u m p e r m i s s i b l e 
c o n c e n t r a t i o n s . 

A m o n g t h e i n h i b i t o r s o f e n z y m e t h a t a r e i m p o r t a n t 
f o r t h e a n a l y t i c a l c o n t r o l o f t h e e n v i r o n m e n t , o r g a n o -
p h o s p h o r u s p e s t i c i d e s o c c u p y a s p e c i a l p l a c e . T h e i r 
u s e i n l a r g e a m o u n t s l e d t o h e a v y p o l l u t i o n o f a n u m ¬
b e r o f e c o s y s t e m s . T h e t o x i c i t y o f m o s t o f t h e m f o r 
h o m o i o t h e r m a l a n i m a l s a n d t h e m a i n t e n a n c e o f r e l a 
t i v e l y h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f pe s t i c i de s i n t h e e n v i r o n ¬
m e n t p o s e a p o t e n t i a l d a n g e r t o h u m a n s a n d r e q u i r e 

a Siberian Federal University, Krasnoyarsk, 660041 Russia 
b Institute of Biophysics, Siberian Branch, Russian Academy 
of Sciences, Federal Research Center, Krasnoyarsk Research 
Center, Siberian Branch of the Russian Academy 
of Sciences, Krasnoyarsk, 660036 Russia 
*e-mail: esimbekova@yandex.ru 

t h e d e v e l o p m e n t o f r a p i d m e t h o d s t o c o n t r o l t h e i r 
c o n t e n t . F o r e x a m p l e , b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e ( B u C h E ) , 
a n e n z y m e o f t h e class o f h y d r o l a s e s , a l o n g w i t h a c e -
t y l c h o l i n e s t e r a s e i s w i d e l y u s e d i n i n h i b i t o r a n a l y s i s , 
i n c l u d i n g t h e a n a l y s i s o f o r g a n o p h o s p h o r u s pe s t i c i de s 
[ 5 ] . T h i s a n a l y s i s i s ba sed o n t h e c h a n g e i n t h e B u C h E 
a c t i v i t y i n t h e p r e s e n c e o f p e s t i c i d e s , w h i c h i s p r o p o r ¬
t i o n a l t o t h e i r c o n t e n t i n t h e t es t s a m p l e . T h e m o s t 
c o m m o n m e t h o d u s e d t o d e t e r m i n e t h e a c t i v i t y o f 
B u C h E i n t h e p r e s e n c e o f pe s t i c i de s i s t h e m e t h o d o f 
E l l m a n [ 6 ] . B u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e h y d r o l y z e s sub¬
s t r a t e b u t y r y l t h i o c h o l i n e t o t h i o c h o l i n e a n d b u t y r i c 
a c i d . T h i o c h o l i n e r eac t s w i t h 5 ' 5 - d i t h i o - b i s ( 2 - n i t r o -
b e n z o i c ) a c i d ( E l l m a n ' s r e a g e n t ) t o f o r m y e l l o w 2 -
n i t r o - 5 - t h i o b e n z o i c a c i d , t h e f o r m a t i o n r a t e o f w h i c h 
i s d i r e c t l y p r o p o r t i o n a l t o t h e e n z y m e a c t i v i t y . 

T h e m o s t c o m m o n m e t h o d t o p r e s e r v e a c t i v i t y 
a n d , t h e r e f o r e , t o i n c r e a s e t h e s t a b i l i t y o f B u C h E i s i t s 
i m m o b i l i z a t i o n o n d i f f e r e n t t y p e s o f subs t r a t e s . T o d a y , 
m o r e t h a n 4 0 w a y s t o i m m o b i l i z e B u C h E a r e k n o w n 
[ 7 ] . I n m o s t cases, t h e c r o s s - l i n k i n g o f t h e e n z y m e 
w i t h g l u t a r a l d e h y d e i n t h e p r e s e n c e o f a n i n e r t p r o t e i n 
i s u s e d [ 8 ] . R e c e n t l y , t h e m e t h o d s o f B u C h E e n t r a p 
m e n t i n o r g a n i z e d su r f ace l a y e r s ( L a n g m u i r — B l o d g e t t 
f i l m s ) [9] a n d t h e p h y s i c a l a d s o r p t i o n o f t h e e n z y m e i n 
aga rose g e l w i t h t h e a d d i t i o n o f s i l i c o n n a n o p a r t i c l e s 
a r e b e c o m i n g i n c r e a s i n g l y p o p u l a r [ 1 0 ] . W h e n t h e l a s t 
t w o i m m o b i l i z a t i o n m e t h o d s a r e u s e d , t h e e n z y m e 
r e m a i n s access ib le f o r i n t e r a c t i o n w i t h a n i n h i b i t o r . 
H o w e v e r , a l l t h e s e m e t h o d s d o n o t a l l o w c o i m m o b i l i -
z a t i o n o f B u C h E w i t h o t h e r c o m p o n e n t s o f t h e a n a l y t 
i c a l s y s t e m f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f B u C h E a c t i v i t y , 
w h i c h c o m p l i c a t e s t h e e x p e r i m e n t a l p r o c e d u r e . T h e 
m e t h o d s o f e n t r a p m e n t o f t h e e n z y m e i n p o l y s i l o x a n e , 
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Fig. 1 . D e p e n d e n c e o f S - B u C h - I h y d r o l y s i s r a t e o f t h e 
B u C h E c o n t e n t i n t h e s a m p l e : ( 1 ) s o l u b l e B u C h E , 
( 2 ) B u C h E i m m o b i l i z e d i n g e l a t i n g e l t o g e t h e r w i t h 
0 . 2 m M E l l m a n ' s r e a g e n t , ( 3 ) B u C h E i m m o b i l i z e d i n 
s t a r c h g e l t o g e t h e r w i t h 0 . 2 m M E l l m a n ' s r e a g e n t . D a t a 
a r e r e p r e s e n t e d a s M ± m , n = 5 , * p < 0 . 0 5 c o m p a r e d t o t h e 
S - B u C h - I h y d r o l y s i s r a t e b y t h e s o l u b l e B u C h E . 
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Fig. 2 . D e p e n d e n c e o f t h e S - B u C h - I h y d r o l y s i s r a t e i n a 
b u f f e r s o l u t i o n ( s o l i d l i n e ) a n d i n d i s t i l l e d w a t e r ( d a s h e d 
l i n e ) o n t h e s t o r a g e t i m e . D a t a a r e r e p r e s e n t e d a s M ± m , 
n = 5 , * p < 0 . 0 5 c o m p a r e d t o t h e S - B u C h - I h y d r o l y s i s r a t e 
a t t h e i n i t i a l t i m e . 

* 

0 

v i n y l p y r r o l i d o n e , a n d s t a r c h gels a r e d e v o i d o f t h i s 
d r a w b a c k [ 1 1 , 12] . 

T h e g o a l o f t h i s s t u d y w a s t o o b t a i n m u l t i c o m p o -
n e n t B u C h E s a m p l e s s t ab l e d u r i n g s t o r age a n d u s e . 
T o a c h i e v e t h i s g o a l , w e c o i m m o b i l i z e d B u C h E w i t h 
5 - 5 ' - d i t h i o b i s ( 2 - n i t r o b e n z o i c ) a c i d i n g e l a t i n a n d 
s t a r c h gels w i t h s u b s e q u e n t d r y i n g . 

I n t h i s s t u d y , w e u s e d f r e e z e - d r i e d h o r s e s e r u m 
B u C h E ( S i g m a - A l d r i c h , U n i t e d S t a t e s ) w i t h a c t i v i t y 
o f 1 5 0 0 3 n c a t / m g . S - b u t y r y l t h i o c h o l i n e i o d i d e w a s 
u s e d a s a s u b s t r a t e , a n d E l l m a n ' s r e a g e n t ( S i g m a -
A l d r i c h ) w a s u s e d a s a n i n d i c a t o r o f t h i o l g r o u p s . T h e 
a c t i v i t y o f B u C h E w a s d e t e r m i n e d a s t h e r a t e o f h y d r o 
l y s i s o f s u b s t r a t e S - b u t y r y l t h i o c h o l i n e i o d i d e 
( m D / m i n , m U o f o p t i c a l d e n s i t y p e r m i n u t e ) i n p o t a s 
s i u m p h o s p h a t e b u f f e r ( 0 . 0 5 M , p H 7 .9 ) c o n t a i n i n g 
4 m M E l l m a n ' s r e a g e n t . T h e r e a c t i o n y i e l d s a y e l l o w 
a n i o n , w h o s e f o r m a t i o n i s r e c o r d e d s p e c t r o p h o t o m e t -
r i c a l l y a t a w a v e l e n g t h o f 412 n m [ 6 ] . I m m o b i l i z a t i o n 
o f e n z y m e s a n d E l l m a n ' s r e a g e n t i n s t a r c h a n d g e l a t i n 
gels w a s p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d i n [ 1 3 ] . T h e r e s u l t i n g 
s a m p l e w a s a d r i e d d i s k 6—7 m m i n d i a m e t e r ( d r y 
w e i g h t , 1.5 ± 0 .2 m g ) . E a c h e x p e r i m e n t a l p o i n t w a s 
t h e r e s u l t o f a t l ea s t t h r e e m e a s u r e m e n t s . D a t a w e r e 
s t a t i s t i c a l l y p r o c e s s e d u s i n g S t u d e n t ' s t t e s t . D i f f e r 
ences w e r e c o n s i d e r e d s i g n i f i c a n t a t p < 0 . 0 5 . 

I n t h i s s t u d y , w e c o m p a r e d t h e a c t i v i t y o f B u C h E i n 
t h e s o l u b l e f o r m a n d B u C h E i m m o b i l i z e d t o g e t h e r 
w i t h E l l m a n ' s r e a g e n t i n s t a r c h a n d g e l a t i n gels . A s c a n 
b e s e e n i n F i g . 1 , w h e n g e l a t i n a n d s t a r c h gels w e r e 
u s e d a s a s u p p o r t f o r i m m o b i l i z a t i o n , t h e r e w a s n o 
s u b s t a n t i a l l o s s o f B u C h E a c t i v i t y d u r i n g c o i m m o b i l i -
z a t i o n w i t h 0 .2 m M E l l m a n ' s r e a g e n t . T h e r e f o r e , b o t h 

gels c a n b e u s e d t o p r o v i d e a h i g h y i e l d o f a c t i v i t y o f t h e 
i m m o b i l i z e d e n z y m e s a m p l e . 

I n a d d i t i o n t o h i g h a c t i v i t y , a n i m p o r t a n t charac¬
t e r i s t i c o f e n z y m e s a m p l e i s i t s s t o r age s t a b i l i t y . W e 
f o u n d t h a t t h e s a m p l e s based o n B u C h E c o i m m o b i -
l i z e d w i t h t h e E l l m a n ' s r e a g e n t c a n b e s t o r e d f o r a l o n g 
t i m e w i t h o u t l o s s o f a c t i v i t y . F o r e x a m p l e , t h e a c t i v i t y 
o f t h e s a m p l e s c o n t a i n i n g 1.83 n c a t B u C h E a n d 
0.2 m M E l l m a n ' s r e a g e n t d i d n o t c h a n g e d u r i n g s t o r 
age a t 4°C f o r 3 0 0 days ( F i g . 2 ) . T h i s s t a b i l i z i n g e f f ec t 
i s d e t e r m i n e d b y t h e s p a t i a l c o n s t r a i n t s t h a t a r i s e w h e n 
t h e e n z y m e i s e n t r a p p e d i n t o gels a n d p r e v e n t s t h e 
m o d i f i c a t i o n o f t h e n a t i v e s t r u c t u r e o f t h e e n z y m e . 

I m m o b i l i z e d e n z y m e s a m p l e s c a n e x h i b i t a c t i v i t y 
w h e n d i s t i l l e d w a t e r i s u s e d i n s t e a d o f b u f f e r ( F i g . 2 ) . 
D e s p i t e t h e f a c t t h a t t h e a c t i v i t y o f t h e e n z y m e s i n dis¬
t i l l e d w a t e r i s r e d u c e d 2 o r 3 t i m e s ( d e p e n d i n g o n t h e 
n a t u r e o f t h e g e l ) , t h e f ac t t h a t t h e e n z y m e a c t i v i t y i s 
r e t a i n e d i n d i s t i l l e d w a t e r i s v e r y i m p o r t a n t f o r f u r t h e r 
u s e o f t h e s e s a m p l e s i n b ioassays . I t m e a n s t h a t t h e s e 
e n z y m e p r e p a r a t i o n s c a n b e u s e d f o r a n a l y s i s b y t h e 
c l a s s i ca l m e t h o d ( i . e . , b y d e t e r m i n i n g t h e l e v e l o f safe 
s a m p l e d i l u t i o n ) . 

I t i s w o r t h n o t i n g t h a t t h e g e l a t i n ge l -ba sed s a m p l e s 
h a d a h i g h e r a c t i v i t y a n d r e t a i n e d t h e i r a c t i v i t y d u r i n g 
s to rage t o a g r e a t e r e x t e n t a s c o m p a r e d t o t h e s t a r c h 
ge l -ba sed s a m p l e s . W e f o u n d t h a t t h e g e l a t i n g e l - b a s e d 
s a m p l e c o n t a i n i n g 1.83 n c a t B u C h E a n d 0 .2 m M i n d i 
ca to r , t h e S - B u C h - I h y d r o l y s i s r a t e w a s 3 0 % h i g h e r 
c o m p a r e d t o t h e s t a r c h gel-based s a m p l e ( F i g . 2 ) . T h e s e 
d i f f e r e n c e s m a y b e d u e t o d i f f e r e n t m e c h a n i s m s o f t h e 
e n z y m e s t a b i l i z a t i o n i n p o l y s a c c h a r i d e a n d p o l y p e p -
t i d e gels . 
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Fig. 3 . D e p e n d e n c e o f t h e r e s i d u a l a c t i v i t y o f t h e s a m p l e s 
o f B u C h E c o i m m o b i l i z e d w i t h t h e E l l m a n ' s r e a g e n t i n t h e 
s t a r c h g e l i n t h e p r e s e n c e o f i n h i b i t o r s ( a ) p i r i m i p h o s -
m e t h y l a n d ( b ) m a l a t h i o n . D a t a a r e r e p r e s e n t e d a s M ± m , 
n = 5 , * p < 0 . 0 5 . I n h i b i t o r c o n c e n t r a t i o n s w e r e l o w e r t h a n 
t h e m a x i m u m p e r m i s s i b l e c o n c e n t r a t i o n s . 

N e x t , u s i n g m a l a t h i o n a n d p i r i m i p h o s - m e t h y l a s 
a n e x a m p l e , w e e s t i m a t e d t h e s e n s i t i v i t y o f B u C h E 
c o i m m o b i l i z e d w i t h t h e E l l m a n ' s r e a g e n t t o t h e i n h i b ¬
i t o r y e f fec t o f o r g a n o p h o s p h o r u s c o m p o u n d s ( O P C s ) . 
W e d e t e r m i n e d t h e dose—effect d e p e n d e n c e , w h i c h 
w a s t h e n u s e d t o d e t e r m i n e t h e I C 2 0 a n d I C 5 0 v a l u e s 
( i . e . , e f f e c t i v e i n h i b i t o r c o n c e n t r a t i o n s r e d u c i n g 
B u C h E a c t i v i t y b y 2 0 a n d 5 0 % , r e s p e c t i v e l y ) . T o 
i n c r e a s e t h e s e n s i t i v i t y o f t h e s a m p l e s t o O P C s , t h e 
s a m p l e s w e r e p r e i n c u b a t e d i n t h e t e s t i n h i b i t o r s o l u ¬
t i o n f o r 5 m i n . 

W e f o u n d t h a t t h e s t a r c h g e l - b a s e d s a m p l e s e x h i b ¬
i t e d a h i g h e r s e n s i t i v i t y t o O P C s . T h e I C 5 0 v a l u e f o r 
m a l a t h i o n w a s 0 . 0 0 8 m g / L , w h i c h i s 6 t i m e s l o w e r 
t h a n t h e m a x i m u m p e r m i s s i b l e c o n c e n t r a t i o n ( F i g . 3 a ) . 
T h e a d d i t i o n o f p i r i m i p h o s - m e t h y l a l s o r e d u c e d t h e 
a c t i v i t y o f t h e i m m o b i l i z e d B u C h E ( F i g . 3 b ) . H o w ¬
ever, i n t h i s case, t h e I C 2 0 v a l u e ( 0 . 0 1 5 m g / L ) w a s 
c l o s e t o t h e m a x i m u m p e r m i s s i b l e c o n c e n t r a t i o n f o r 
t h i s c o m p o u n d ( 0 . 0 1 m g / L ) . T h e g e l a t i n g e l - b a s e d 
s a m p l e s s h o w e d a l o w s e n s i t i v i t y t o m a l a t h i o n a n d 
p i r i m i p h o s - m e t h y l . T h i s m a y b e d u e t o t h e h i g h 
degree o f s t a b i l i z a t i o n o f t h e e n z y m e b y t h i s s u b s t r a t e . 

T h u s , i n t h i s p a p e r w e d e s c r i b e d a m e t h o d f o r 
o b t a i n i n g b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e s a m p l e s t h a t a r e s t ab l e 
d u r i n g s t o r age b y e n t r a p p i n g t h e e n z y m e i n t o n a t u r a l 
p o l y m e r gels f o l l o w e d b y d r y i n g . T h e a d d i t i o n o f t h e 

E l l m a n ' s r e a g e n t m a k e s i t p o s s i b l e t o s i m p l i f y t h e p r o ¬
c e d u r e a n d r e d u c e t h e t i m e o f a n a l y s i s . T h e e n z y m e 
s a m p l e s based o n t h e s t a r c h g e l e x h i b i t a h i g h sens i t iv¬
i t y t o o r g a n o p h o s p h o r u s c o m p o u n d s . T h e r e f o r e , f r o m 
t h e v i e w p o i n t o f p r a c t i c a l u s e o f t h e d e v e l o p e d i m m o ¬
b i l i z e d s a m p l e s f o r t h e a n a l y t i c a l c o n t r o l o f O P C s i n 
d i f f e r e n t s a m p l e s , s t a r c h i s t h e m o s t s u i t a b l e c a r r i e r . 

A C K N O W L E D G M E N T S 
T h e s t u d y w a s s u p p o r t e d b y t h e j o i n t p r o j e c t o f t h e 

R u s s i a n F o u n d a t i o n f o r B a s i c R e s e a r c h , t h e G o v e r n ¬
m e n t o f t h e K r a s n o y a r s k k r a i , a n d t h e K r a s n o y a r s k 
R e g i o n a l F o u n d a t i o n f o r S u p p o r t o f S c i e n t i f i c a n d 
T e c h n o l o g i c a l A c t i v i t y n o . 1 6 - 4 4 - 2 4 2 1 2 6 . T h i s w o r k 
w a s a l s o p a r t l y s u p p o r t e d b y t h e s t a te t a s k f o r t h e bas ic 
r e s e a r c h o f t h e R u s s i a n A c a d e m y o f S c i e n c e s ( p r o j e c t 
n o . 0 1 2 0 1 3 5 1 5 0 4 ) . 
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