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ENZYMATICKE URCOVANIE MALYCH MNOZSTIEV INSEKTICIDNYCH
ZLUCENIN FOSFORU

J. JANOK, R. KEMKA
Oblastny ustav hygieny préice a chor6b z povolania v Bratislave

Organické fosforové insekticidne latky (OFI) [1—2], ktoré sa pouzivaji na
ochranu rastlin pred 8kodlivym hmyzom, st velmi jedovaté aj pre cicavce.
Vidsinu priznakov otravy tymito latkami mozno vysvetlit inhibiciou enzymu
cholinesterazy (ChE) [3]. KedZe OFI sa mozu dostat do tela nielen zhltnutim
a kozou, ale aj dychacimi cestami, z dévodov prevencie sa ¢asto sleduje ich
koncentracia vo vzduchu pri ich vyrobe a pouZiti.

Koncentracia OFI vo vzduchu sa stanovuje kolorimetrickou metédou na
zaklade zistenia mnozstva fosforu. Tato metdda je mélo citliva pre potrebu
hygienickej kontroly pracovného prostredia. OFI s p-nitrofenylovou skupinou
mozno stanovit kolorimetrickou metdédou Averell-Norrisovou [4] alebo
Gageovou [5], pripadne polarograficky. Metédy vSak zlyhavajt pri uréovani
paratiénového preparatu Ekatoxr 20, ked sa tento pred analyzou dostane do
styku s vodou, ako sa to deje pri postrekovani vodnou breékou tohto preparatu.
Dobré, avsak malo dostupnd metdda uréovania OFI je na zdklade absorpcie
UF svetla [6].

Spoloénou nevyhodou vSetkych spomenutych metdd je, ze sa nimi mnozstva
OFT stanovuja bez ohladu na ich toxicitu. Preto autori pouzili na uréovanie
Ekatoxu 20 vo vzduchu po postrekoch modifikovant Giangovu [7] metddu,
ktorou autor stanovoval koncentriciu jednotlivych OFI, potrebnt na spdso-
benie 50 9, inhibicie ChE in vitro, a sledoval rezidud OFI v rastlindch.

Enzymatickou metédou mozno stanovit vietky latky a zmesi, ktoré inhi-
buji enzym ChE; paratién sa uréuje ako by znatkovany malymi mnozstvami
izomérov, ktoré st moenymi inhibitormi. Plati to najmé o obchodnych pre-
paratoch paratiénu.

Autori namiesto zloZitého Giangovho pristroja na temperovanie a mie$anie
roztoku v jednotlivych reakénych nidobkach (pomocou elektromagnetickych
miesadok) pouzili trepadku s temperovanym vodnym kiupelom pre 60 vzoriek.
Dalej nahradili vysoko &isteny preparat ChE, ktory pouzival Giang, konskym
sérom distenym do prvého stupiia podla Strelitza [8], pretoZe tento preparat,
ktorého priprava je velmi nakladnd, je u nis nedostupny. Pre Gsporu chemi-
kalii volili Michelov tlmivy roztok, ktory sa pouziva na stanovenie aktivity
ChE v krvi pracujacich s OFI, a koncentriciu substratu obvykla pri uréovani
hladiny ChE v plazme alebo sére. Napokon koncentriciu ChE volili tak, aby
zmena pH reakéného prostredia priebehom jednej hodiny sa pohybovala
v rozmedzi 1—1,5 pH, ¢o vyplynulo zo $tadia reakénych podmienok pre inhi-
biciu ChE malymi mnoZstvami paratiénu.
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Reakéné podmienky metodiky sa skusali na chemicky &istom preparite
paratiénu, ktory ndm dodal Vyskumny ustav agrochemickej technolégie
v Bratislave a ktory asi rok stél v reagenénej flasi. Chromatograficky &isteny
paratién nem4 takmer nijaki inhibiéna sila in vitro. Prekry$talovany vykazuje
inhibiént schopnost 10—100krat mensiu ako technicky. Statim vzrast4 inhi-
biénd schopnost ¢isteného paratiénu az do uréitého rovnovizneho stavu, do
je pravdepodobne spdsobené jeho izomeraciou.

Experimentalna ¢ast
Pristroje \
pH-meter vlastnej konstrukeie (Poggendorfovo kompenzaéné zapojenie), na ktorom sa
dé odégitat 0,5 mV;
ultratermostat s vlozkou pre nddobky na meranie pH [10];
trepacie zariadenie s temperovanym vodnym kupelom;
antimoénovd elektréda a ponornd nasytend kalomelov4 elektréda ,,Jena‘.

Roztoky

1. Giangov tlmivy roztok [7]: Do 900 ml destilovanej vody ddme 6,647 g kyseliny die-
tylbarbiturovej, 36 ml 0,1 x-NaOH, aby sa kyselina rozpustila, dalej 89,46 g KCla 1,089 g
KH,PO,. 0,1 N kyselinou solnou sa pH roztoku upravi na 8,1 a roztok sa doplni destilo-
vanou vodou na jeden liter. )

2. Michelov tlmivy roztok I [9]: Asi v 900 ml destilovanej vody rozpustime 4,1236 g
barbituratu sodného, 0,5446 g KH,PO,, 44,730 g KCl, za stdleho mieSania priddme po
kvapkéach tolko 0,1x-HCI, aby roztok pri 25 °C mal pH. 8,10 (spotreba asi 28 ml 0,1x-
HCI), a roztok doplnime destilovanou vodou na 1000 ml.

3. Michelov tlmivy roztok II [9]: Asi v 900 ml destilovanej vody rozpustime 1,2371 g
barbituratu sodného, 0,1361 g KH,PO, a 17,535 g NaCl; 0,1~ kyselinou soInou upravime
pH roztoku na 8,0 pri teplote 25 °C a roztok doplnime destilovanou vodou na 1000 ml.

4. 29, 39% a 4% vodny roztok chloridu acetylcholinu (ACh).

5 Roztok inhibitora: Asi 30 mg paratiénu sa zmieSa so 4—5 nédsobnym mnoZstvom
vhodného emulgédtora (napr eryforu EL); homogénna zmes, zahriata pripadne na 40 a%
50 °C, riedi sa malymi dédvkami H,O a potom sa roztok doplni na 100 ml. Z tohto zéklad-
ného roztoku sa pripravi zriedeny roztok o obsahu 0,003 mg paratiénu v jednom ml.

Pracovny postup

Najprv sa zistila kapacita vSetkych troch tlmivych roztokov vzhladom na kyselinu
octovia: ak kapacitu Michelovho tlmivého roztoku II povaZujeme za rovna 1, Michelov
tlmivy roztov I m4 kapacitu priblizne 3 a Giangov tlmivy roztok 4,8. Dalej sa sledoval
dasovy priebeh enzymatickej hydrolyzy ACh vo vSetkych troch tlmivych roztokoch pri
rozli¢nej koncentrécii ChE &isteného konského séra (obr. 1): Do nddobiek na meranie
pH sa dé 1,50 ml roztoku ChE a 1,50 ml tlmivého roztoku; po vyhriati nadobiek na 25 °C
sa stanovi potenciél antiménovej elektrédy, ponorenej do reakénej zmesi, proti nasy-
tenej kalomelovej elektréde, pridé sa 0,3 ml 3 9, roztoku ACh a zistuje sa potenciél an-
timénovej elektrédy v 21, minutovych intervaloch v priebehu 70 mintt.

Na meranie inhibicie ChE paratiénovymi preparatmi stibezne sa analyzujua tri druhy
vzoriek: 1. vzorky bez roztoku ChE a bez paratiénu — vzorky bez enzymu, 2. vzorky
s roztokom ChE bez paratiénu — vzorky s enzymom, 3. vzorky s roztokom ChE a s roz-
tokom paratiénu — vzorky s paratiénom.
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Do série nddobiek na meranie pH sa napipetuje po 1,50 ml tlmivého roztoku; potom
sa do vzoriek bez enzymu napipetuje po 1,50 ml destilovanej vody, do vzoriek s enzymom
po 1,00 ml destilovanej vody & do vzoriek s paratiénom po 1,00 ml roztoku paratiénu.
Po vyhriati vzoriekna 25 °Csa postupne v dvojminutovych intervaloch pridéva do vzoriek
s enzymom a s paratiéonom po 0,50 ml roztoku ChE konského séra o takej koncentracii,
aby sa enzymatickou hydrolyzou pridaného ACh vyvolalana antiménovej elektréde zmena
potencidlu maximalne 75 mV/hod. Do vzoriek bez enzymu sa nepriddva teraz nié. Po
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Obr. 1. Casovy priebeh enzymatickej Obr. 2. Inhibicia cholinesterazy a) Iud-
Y P Y clee] I y
hydrolyzy chloridu acetylcholinu v Gian- skej plazmy, b) ¢isteného konského séra,
govom tlmivom roztoku. ¢) neéisteného konského séra paratiéonom
a) 0,03 ml, &) 0,05 ml, ¢) 0,10 ml, d) 0,15 (neéistenym chromatograficky).

ml roztoku cholinesterdzy ¢isteného kon-
ského séra.

30 mindtove] inkubécii za staleho trepania pri 25 °C sa postupne v dvojminttovych inter-
valoch zisti potencidl antiménovej elektrédy (mV,;) vo vSetkych vzorkéch. Po jeho zme-
rani sa do jednotlivych vzoriek pridé 0,3 ml 3 9%, ACh, vzorka sa premiesa, vloZi spit do
trepacky a presne na sekundy sa poznaéi doba pridania ACh do jednotlivych vzoriek.
Presne 60 minut po pridani substratu sa znova postupne zisti potencial antiménovej
elektrédy (mV,) v jednotlivych vzorkach. Percento inhibicie ChE sa vypoéita podla vzor-
ca:

(AmVep, fhod. — AmVp/hod.)

o) i
o Inhibicie = — o . — AV ogem Jhod.

- 100,

pricom

AmVy, /hod = mV; — mV, vzorky s enzymom,
AmVy/hod. = mV, — mV, vzorky s paratiénom,
AmVyeenz./hod. = mV; —mV, vzorky bez enzymu.

Na grafe sa vynéSa percento inhibicie v porovnani s mnoZstvom prepardtu vo vzorke.

Vysledky a diskusia

Ak sa vzorky paratiénu (neéisteného chromatograficky) inkubuju s roztokom
ChE 30 minut pri 25 °C, ¢o tplne staéi na utvorenie komplexu enzym — para-
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tién, a ak enzymatickd hydrolyza ACh prebieha za optimalneho pH (8—6)
v tlmivom roztoku, mozno menit este tieto reakéné podmienky: kapacitu tlmi-
vého roztoku, koncentraciu substratu, kvalitu a koncentriciu ChE.

V rozsahu velkosti zmeny pH reakéného prostredia 1—1,5 pH/hod. percento
inhibicie ChE paratiénom nezavisi od koncentracie toho istého pripravku ChE.
To v8ak nemoZno bezpeéne tvrdit v pripade, ak velkost zmeny pH/hod.,
vyvolanej enzymatickym S§tiepenim ACh v tlmivom roztoku, dosahuje
2 pH/hod.

V rozsahu zmeny 1—1,5 pH/hod. reakéného prostredia enzymatickej hydro-
lyzy ACh percento inhibicie prakticky nezavisi od koncentracie ACh v roz-
medzi 2,6—3,5 9, koncentracie, ak sa pouzije 0,1 ml spomenutych roztokov
ACh na 1,0 ml reakéného prostredia.

Percento inhibicie toho istého pripravku ChE plazmy alebo séra rovnakym
mnozstvom paratiéna pri zachovani spomenutého rozsahu zmeny pHj/hod.
reakéného prostredia (8—6,5) rastie len velmi malo s ibytkom kapacity tlmi-
vého roztoku.

Pri zachovani v8etkych reakénych podmienok: rozsahu zmeny pH/hod.,
reakéného prostredia, kapacity tlmivého roztoku, koncentracie substratu,
dlzky inkubaénej doby, reakénej teploty a mnozstva paratiénu percento inhi-
bicie veImi zavisi od druhu a &istoty pripravku ChE, ktory sa inkubuje s pa-
rationom (obr. 2). Okrem rozli¢énej éistoty pouzitého inhibitora vidime v po-
uzivani pripravkov ChE rozliénych druhov a rozdielnej éistoty hlavny dévod,
predo sa tak réznia literdrne udaje o inhibiénej schopnosti jednotlivych OFI.

Percento inhibicie toho istého pripravku ChE paratiénom za uvedenych
reakénych podmienok je imerné koncentricii paratiéonu: v rozsahu 0—40 9,
inhibicie tato zavislost je takmer linedrna.

Opisant enzymatickt metédu na meranie zvyskov paratiénu vo vzduchu
pouzili autori na hygienickt kontrolu pri postrekoch repy semenacky para-
tibnovym preparitom Ekatox 20. Analyzovany vzduch presavali cez 2,5 ml
destilovanej vody v malych prebubldvadkich dvojitou membranovou presa-
vagkou [11] rychlostou 0,5—1 liter vzduchu za jednu mintitu. Uginnost absorp-
cie vody pre zvysky Ekatoxu 20 vo vzduchu je asi 90—95 %,.

Kalibra¢na krivku pre Ekatox 20 (0—15 y) porovnali autori s kalibraénou
krivkou pre paratiéon (0—3 y), ktory dodal Vyskumny tstav agrochemickej
technoldgie v Bratislave, a zistili, Ze 1 y paratiéonu odpovedd 5 y Ekatoxu 20.
V tab. 1 je niekolko vysledkov z terénnych merani.

Postrekovalo sa 0,2 %, Ekatoxom 20; dovolend koncentracia 0,05 y paratiéonu
na jeden liter vzduchu (udavani sovietskymi autormi).

Enzymatickou metédou pri zachovani uvedenych reakénych podmienok
mozno stanovit 0—3 y technického paratiénu s presnostou +0,1 y, ak mame
poruke dobry pH-meter a sklenti elektrédu alebo antiménova elektrodu
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Tabulka 1

sislo koncentracia Ekatoxu 20,
Kk miesto odberu vzorky vzduchu prepocitand na pa-
PEOREF ratién gamaj/l vzduchu

1 na postrekovacom pristroji 1,2 m od zeme 0,38

2 tesne za postrekovacim pristrojom 2,2

3 2 m za. postrekovacim pristrojom 0,5 m od zeme 0,31

4 medzi repou 0,06

5 medzi repou 0,04 |

a pH-meter, na ktorom sa dé odgitat 0,5 mV, a ak meriame stbezne 3 vzorky,
ktorych aritmeticky priemer povazujeme za spravnu hodnotu.

KedZze paraoxon (kyslikovy analég paratiénu) ms asi 1000-krat vacsiu
inhibiéna schopnost ako paratién, ktory pouZili autori, enzymatickou metédou
by sa dala sledovat premena parationu na paraoxon vplyvom slneéného zia-
renia, ak tato premena nastava po postrekoch v letnych mesiacoch. Na to vSak
treba mat poruke aj spolahliva a dostatoéne citlivii chemickd metodu, ktorou
by sa stibezne stanovovalo mnozstvo samej litky ako chemikélie.

Suhrn

Autori preskusali podmienky metédy na uréovanie malych mnozstiev para-
tiénovych pripravkov vo vzduchu na podklade inhibicie cholinesterdzy tymito
latkami. Ukdzali, Ze inhibicia paratiénom (neéistenym chromatograficky) veImi
z4visi od druhu a &istoty pripravku cholinesterizy. '

Metodu preskusali v teréne na meranie zvy$kov parationu vo vzduchu po
postrekoch repy semenacky Ekatoxom 20. Metédu odportiéaju na sledovanie
zmeny toxicity organickych zliéenin fosforu, ak sa pouzije spolu s niektorou
spolahlivou a citlivou chemickou metédou na stanovenie tychto latok. Enzy-
maticka metdda je nateraz jedinou metédou na urdovanie malych mnozstiev
insekticidnych organickych zladenin fosforu, mocene inhibujucich cholinestera-
zu, na stanovenie ktorych sa dosial nepodarilo vypracovat chemicki metédu.

OQH3HMMATHUYECKOE OITPENEJIEHUE MAJIbIX KOJIMYECTE
HWHCEKTHUMWOHbBIX COEAUHEHUN ®OCHPOPA

H. AHOK, P. KEMKA
OGaacTHbIl HHCTHTYT THTHeHw TPyaa M Gosie3Hel no mpogeccuu B Bpatucias.

BuBoau

ABTOpr lccJseoBaIi yCJOBHA MeTolda AJsi OnpejeJsieHHsT MaJjblX KOJIHYECTB NnapaTHOHOBHIX
npenapaTtoB B BO3AYXe Ha OCHOBaHHH HHTHOHIHH XOJIHH3CTEpa3sl 3THMH BellleCTBaMH. YKa3sa-
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J1H, 4YTO MHTHOMUHMS NapaTHOHOM (HCOYNIIEHHOro XpomaTorpadtecki) MaJso 3aBHCHT OT cop-
Ta H YHCTOTHI NpenapaTta XOJiH5CTepashl.

Merox 6b1 HCUBITAH B paloHe, TG HAXOAIJNCh Cle/sl NapaTHOHAa B BO3AyXe I0CJe
oGpBI3riBanUs CBCKJBI, KYJbTHBIPYEeMO# Ha cemeHo, mpenapatom Jxatoxcom 20.

MeTon pexomennyeTcsi Iqsi HCCICLOBaHHsI TOKCHYHOCTH OPraHHYeCKHX COefHHeHH{ doc-
¢opa, npH NpHUMEHEHHH COBMECTHO C KaxXHM-HHOY[Ab YCOBCPIUGHCTBOBAHHBIM I YYBCTBHTEJb-
HEIM XHMHY9eCKMM METOAOM JHJIsi OnpefieieHHst STHX BellleCTB. DH3HMAaTHUECKHH MCTOi B Ha-
crosiliee BpeMsl IBJISIETCST eAHHCTBEHHBIM METOLOM JUUISL OMpejesIeHHs] MaJblX KOJHYECTH HICeK-
THLHAHLIX OPTraHHYECKHX CCCRHHCHIH (ocdopa, 3HAUMTENEHO HHTHGHPYIOLWHX XOMH3CTCpPAsy,
LSl onpeflesleHHs] KOTOPBIX JO CHX NOP He Y/JaJoch HaTIi METON XHMHUECKI.

IMoctynuno B penakuuio 14. VI. 1955 r.

ENZYMATISCHE BESTIMMUNG KLEINER MENGEN
INSEKTIZIDER PHOSPHORVERBINDUNGEN

J. JANOK, R. KEMKA
Gobistsinstitut fiir Arbzitshygiene und Berufskrankheiten in Bratislava

Zusammenfassung

Die Autoren priiften die Badingungen der Methode zur Bestimmung kleiner Mengen
von Parathionpriparaten in der Luft unter Zugrundelegung der durch diese Stoffe be-
wirkten Inhibition der Cholinesterase. Sie wiesen nach, dass diese Inhibition durch Pa-
rathion (chromatographisch unrein) sehr. von der Art und Reinheit des Cholinesterase-
préparates abhingig ist.

Diese Methode wurde zum Messen von Parathionresten in der Luft nach der Besprit-
zung der Samenriibe mit Ekatox 20 gepruft. Die Autoren empfehlen diese Methode zur
Erkennung der Toxizitdt organischer Phosphorverbindungen, sofern man sie zugleich
mit irgendeiner verldsslichen und empfindlichen chemischen Methode zur Bestimmung
dieser Stoffe anwendet. Die enzymatische Methode ist zur Zeit die einzige Methode zur
Bostimmung kleiner Mengen insektizider organischer Phosphorverbindungen, welche
Cholinesterase inhibicren, zu deren Bestimmung es bislang nicht gelungen ist, eine che-
mische Methode auszuarbeiten.

In die Redaktion eingelangt den 14. VI. 1955
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