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SUMMARY

An enzymatic inhibition method for determining four organophosphorus
pesticides resolved by thin-layer chromatography is described.

Thin-layer chromatograms are evaluated quantitatively by direct densito-
metric measurements at 412 nm. of the difference in the colour of spots and
the layer after making the spots visible by enzyme inhibition with acetylthio-
coline iodide as substrate and (5,5’)-dithiobis-2-nitrobenzoic acid as chromoge-
nic reagent at a pH of 7.5

Reproducible determinations of micrograms amounts of pesticide are
achieved. Sensitivity of the method is: Azinphos-methyl 0.2 ug., Parathion-
methyl 2.0 ug., Dichlorvos 0.6 ug. and Naled 0.9 ug.

The effect of bromination and incubation time is studied.

1. RESUM

Hom descriu un meétode d'inhibicié enzimatica per a la determinacié de
quatre pesticides organofosforats separats per cromatografia de capa fina.

(1) Adreca actual: Departament de Quimica. E.T.S.E.I.B. Universitat Politécnica de Catalu-
nya. Barcelona.
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Els cromatogrames son avaluats quantitativament per densitometria direc-
ta a 412 nm tot mesurant la diferéncia entre el color de les taques i els fons
un cop revelat el cromatograma per inhibicié enzimatica emprant iodur d'ace-
tiltiocolina com a substrat, i acid (5,5')-ditiobis-2-nitrobenzoic com a reactiu
cromogenic a pH 7.5.

Hom aconsegueix determinacions reproduibles de quantitats de pesticida
de l'ordre del microgram. La sensibilitat del métode és: Azinfos-metil 0.2 pug,
Metil-paration 2.0 pg, Diclorvos 0.6 ug i Naled 0.9 ug.

Hi és estudiat l'efecte dels temps de bromacié i incubaci6.

2. INTRODUCCIO

La cromatografia de capa fina ha estat sovint emprada per a la detecci6
de pesticides organofosforats, bé en el camp de la quimica ambiental o bé en
la forense, i n'han estat publicades algunes revisions. (1-3)

Hom ha fet estudis comparatius de revelat de cromatogrames amb dife-
rents séries de reactius, i ha obtingut els millors resultats pel que fa a selectivi-
tat i sensibilitat amb técniques basades en la inhibicié per part dels pesticides
organofosforats de la reaccié d'hidrolisi de l'acetilcolina o derivats catalitzada
per l'acetilcolinesterasa (4-6). En aquestes técniques, 1'addicié d’un tercer reac-
tiu cromogenic permet de colorar la cromatoplaca en els llocs on hi ha hagut
reacci6 enzimatica, tot deixant taques blanques als focus d'inhibicié.

Moltes de les técniques de cromatografia de capa fina i inhibicié enzimati-
ca descrites no passen d'ésser métodes de deteccio (7-14); alguns autors propo-
sen metodes semiquantitatius per comparacié amb patrons (15, 16), i final-
ment gairebé no han estat publicats treballs en els quals hom combini la densi-
tometria amb les técniques de cromatografia de capa fina i inhibicié enzimati-
ca (17).

L'inconvenient que presenten aquestes tecniques és l'elevat preu dels reac-
tius utilitzats, que d'altra banda en alguns casos ni tan sols son comercials.
Ellman proposa un métode colorimeétric per a l'assaig d'activitats enzimatiques
que utilitza reactius comercials de preu relativament baix (18) i que ha estat
aplicat a estudis d'inhibicié enzimatica (19, 20). Aquest métode es basa en la
hidrolisi de I'acetiltiocolina catalitzada per acetilcolinesterasa; la tiocolina pro-
duida és feta reaccionar amb 1'acid (5,5')-ditiobis-2-nitrobenzoic per tal de do-
nar acid 5-tio-2-nitrobenzoic de color groc intens amb una banda d’absorcio
a 412 nm.

En aquest treball hom optimitza un meétode d'avaluacié quantitativa de
pesticides organofosforats d'Gs general per densitometria, mesurant l'absor-
bancia per reflexié de llum difusa sobre la cromatoplaca préviament revelada
per inhibici6 enzimatica emprant els reactius descrits per Ellman.
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3. EXPERIMENTAL
3.1. Reactius

Dissoluci6é tampé: Hom dissol 10.9 g de fosfat disddic (Merck) en un litre
d'aigua bidestil-lada i ajusta el pH a 7.5. La dissoluci6 és estable indefinida-
ment.

Acetilcolinesterasa: Hom dissol 0.05 mg d'acetilcolinesterasa d’anguila
electrica (Boehringer-Manheim) en 50 ml d'aigua bidestil-lada. La dissolucié és
estable una setmana a 4 °C.

Substrat: Hom dissol 5.78 g de iodur acetiltiocolina (Boehringer-Manheim)
en un litre de dissolucié tampé. La dissolucié és estable un mes a 4 °C.

Reactiu d’Ellman: Hom dissol 7.92 g d'acid (5,5')-ditiobis-2-nitrobenzoic en
un litre de dissolucié tampé. La dissolucié és estable indefinidament a 4 °C.

3.2.  Patrons de pesticides

Preparats a partir de productes comercials cedits per CEQUISA.

Azinfos-metil purificat per recristal-litzacions successives en n-hexa. Metil-
paration, Diclorvos (DDVP) i Naled (Dibrom) purificats per cromatografia de
capa fina preparativa emprant benzé com a eluent.

Hom prepara les dissolucions stock per pesada de les substancies pures i
posterior dissolucié en n-hexa.

3.3. Instrumentacid

— pHmetre Crison pH/mV-Meter Digit 501 amb eléctrode combinat.

— Electrobalanca Cahn-Gram.

— Espectrometre de fluorescéncia Perkin-Elmer MPF-3 amb 1'accessori per
a C.C.F. Hitachi i registrador Ratio.

3.4. Procediment

Els cromatogrames han estat desenvolupats en plaques Merck de silica-gel
60 F d'un gruix de 0.25 mm en mides de 10X 5 i 20 X 20 cm, activades a 105 °C
per espai de dues hores.

A totes les experiencies el volum de dissolucié de pesticida aplicat a la cro-
matoplaca ha estat de 5 ul.

Ha estat utilitzada com a eluent una mescla de cloroform i acid acétic en
una proporcié de 99:1.

Un cop desenvolupats i secs, els cromatogrames sén exposats a vapors de
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brom per espai de cinc minuts, i tot seguit polvoritzats amb la dissolucié
d’acetilcolinesterasa i col-locats en una atmosfera saturada d’humitat per espai
de quinze minuts.

Les plaques humides sén polvoritzades amb la dissoluci6é de substrat i amb
la de reactiu d’Ellman; finalment i per espai de vint-i-cinc minuts hom les
col-loca a 37-40 °C en una atmosfera humida, i al cap de pocs minuts hi co-
mencen a aparéixer taques blanques sobre un fons groc intens.

Un cop seca la placa, hom duu a terme la densitometria per mesurament
directe d'absorcié de llum difusa amb els monocromadors d’excitaci6 i emissid
a 412 nm, amb una escletxa de 2.5 nm.

4. RESULTATS I DISCUSSIO

Dels diversos eluents assajats, només uns pocs aconsegueixen de separar
d'una manera completa els quatre pesticides (taula 1); malgrat tot, el criteri
de no emprar mescles binaries amb baixes proporcions de components vola-
tils, fa que el cloroform sigui considerat el més adient. L'addicié d'1 % d'acid
acetic elimina la cua de les taques, millorant-ne per tant la quantitzacié sense
variar-ne els valors de R..

Les rectes de calibratge per als quatre pesticides estudiats obtingudes pel
metode descrit son presentades a la figura 1. Les arees dels pics han estat cal-
culades a partir del producte de la seva algada per I'amplaria a mitja banda.

Fig. 1. Corbes de calibratge per a l'analisi per cromatografia de capa fina i inhibicié enzimatica
de pesticides organofosforats: (1) Azinfos-metil, (2) Diclorvos, (3) Naled, (4) Metil-paration.
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TAULA 1

Valors de R, dels pesticides organofosforats

R
I 11 II1 IV
Metil-paration 0.79 0.68 0.71 0.84
Azinfos-metil 0.51 0.44 0.31 0.59
Diclorvos 0.36 0.27 0.55 0.19
Naled 0.47 0.37 0.66 0.27

Eluents: I cloroform
II benzé-acetona (95:5)
III benzeé-acetona (99:1)
IV cloroform-acetona (99:1)

TAULA 2

Avaluacié estadistica del metode

Desviaci6
Pes de Pesticida Desviacio estandard
pesticida trobat estandard relativa
(ng) (ng) (ng) (%)
Azinfos-metil
(6 determinacions) 5.95 5.92 0.33 5.57
3.03 2.96 0.16 5.41
1.52 1.54 0.03 1.95
0.76 0.63 0.01 1.59
Metil-paration 5.64 5.72 0.37 6.52
(6 determinacions) 3.36 3.46 0.18 5.20
2.82 2.96 0.09 3.01
Diclorvos
(5 determinacions) 6.53 6.47 0.04 0.31
4.89 4.95 0.04 0.81
2.17 2.14 0.07 3:27
1.45 1.45 0.02 1.36
Naled
(7 determinacions) 6.76 6.71 0.04 0.53
4.50 4.49 0.13 2.83
3.00 3.06 0.02 0.78
1.33 1.21 0.08 6.84
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TAULA 3

Limits de deteccié dels pesticides organofosforats

Compost L.D. (ug)
Azinfos-metil 0.2
Metil-paration 2.0
Diclorvos 0.6
Naled 0.9

La relacié entre 1'area del pic i el pes de pesticida és lineal en el marge de 0
a 6 pg d'Azinfos-metil i fins a 7 ug per a la resta de pesticides.

L'avaluacié estadistica del métode és presentada per a diferents quantitats
de producte a la taula 2.

El limit de detecci6 (taula 3) és agafat com la quantitat de pesticida que
déna lloc a un pic de 10 mm? d'area; aquest valor ha estat escollit a partir de
la relaci6 senyal-soroll dels registres obtinguts.

Ha estat estudiat l'efecte del temps d'interaccié de I'enzim amb els pestici-
des previ a la polvoritzacié dels reactius, i hom ha trobat que és optim en el
marge de 10 a 15 minuts. Un temps més llarg té com a conseqiiéncia una alte-
raci6 irreversible de 'enzim i per tant uns resultats més pobres a la determina-
cié densitométrica.

El desenvolupament del color a la temperatura de 37-40 °C i en una atmos-
fera humida ha estat seguit per espai de 35 minuts, i hom ha observat per als
quatre pesticides arees maximes en els pics obtinguts a l'interval de 15 a 25
minuts (figura 2), i que a continuaci6 s'hi produeix una rapida pérdua del co-
lor deguda a l'alteracié del compost colorat acid 5-tio-2-nitrobenzoic. Aquest
temps d'estabilitat del color, malgrat tot, és suficient per a dur a terme la
quantitzacio, que amb l'aparell utilitzat no dura més de cinc minuts.

L'oxidacio dels pesticides tiofosforats (Metil-paration i Azinfos-metil) als
seus corresponents compostos oxigenats, que en general hom accepta que sén
inhibidors més potents de les colinesterases, ha estat dut a terme per exposicié
del cromatograma a vapors de brom, i hom ha observat un augment de 'area
dels pics de l'ordre del 50 % després d'una bromaci6é de cinc minuts; passat
aquest temps, es produeix un enfosquiment irreversible de les cromatoplaques
(figura 3). L'exposicié de les plaques a llum ultraviolada no ha suposat cap
millora en els resultats obtinguts.

La determinacié de pesticides pel métode d'inhibicié enzimatica ha demos-
trat que és selectiva i Gtil; el valor de R, d'algun dels compostos, perd, pot
afectar negativamente la seva quantitzacié, com ha estat demostrat en el cas
del Metil-paration. Aixo s'explica per la difusié que pateix la taca al llarg de
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PIC mm

AREA OE

Fig. 2. Depeéndencia de I'absorbancia de llum difusa amb el temps a partir de la polvoritzacié
dels reactius.

TEMPS (MINJ™5)

Fig. 3. Dependéncia de I'absorbancia de llum difusa per a Metil-paration (1) i Azinfos-metil (2)
amb el temps d'exposicié a vapors de brom.

l'eluci6, que fa que el focus d'inhibicié enzimatica no estigui prou localitzat
i que el contrast entre les taques i el fons no sigui optim.

En els altres casos, la determinacié al nivell de microgram presenta una bo-
na reproductibilitat i exactitud, tot aixd amb uns reactius de preu relativament
baix i que no necessiten cap preparacié acurada.
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