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A masodik vilaghabor( alatt Németorszagban és Nagy-Britannidban ujti-
pusu szerves foszforvegyuleteket allitottak el6, amelyek a ma ismert legtoxikusabb
szintetikus anyagok kozé tartoznak. Haborus célokra ezeket a szereket szeren-
csére nem alkalmaztak, hanem a sorozat egyes képviselGi gyogyszerkent hasz-
nalatosak, elméleti enzimkémiai kutatasokra adtak lehetGséget, legfontosabb
felhasznalasi teriiletik a névényvédelem (26, 23). E vegylletek altalanos képlete
a kovetkez6:

ON®)

ahol a kozponti foszforatomhoz az Rx és R, alkoxil-csoportok, esetleg primer
vagy szekunder amin-csoportok, az X3 szerves vagy szervetlen, savas termeészeti
gyok és egy oxigén, ill. kénatom csatlakozik. Az X csoport lehet fluor, cian,
jenil esetleg egy masodik alkilfoszforsav, ill. tiofoszforsav-maradék. Mindezek-
nek a vegylleteknek kozos tulajdonsaga, hogy izeltlabliakra és gerincesekre
egyarant nagyon toxikusak és mérgezd hatasukat oly modon fejtik ki, hogy az
idegrendszer miikodéseben fontos szerepet jatszo kolineszteraz-enzimet benit-
jak. Bar a novényvédelemben hasznalt tipusok sokkal kevésbé toxikusak, mint
a haborus célokra szant Uan. ideggdzok, mérgez6 hatdsuk megis meglehet6sen
nagI)(/ - egyesekeé eleri a nikotinet, va?lyis,halélos, adagjuk emldsoknel testsuly
kg-ként nehany mg-ra tehet6. Ennek ellenére névényveddszerként vald felhasz-
nalasuk élelmezé8egészségiigyi és Okoldgiai szempontbdl altalaban elénydsnek
tekinthetd, mégpedig két okbol:

1 Nem Berzisztensek, vagyis nem halmozddnak fel sem a névény feliletén,
vagy belsejében, sem az ember vagy haszonallat szervezetében, sem pedig
élettelen targyak feliiletén, hanem viszonylag gyorsan bomlanak el
hatastalan vegydletekké.

2. Bioldgiai hatasmechanizmusuk nagyon jol ismert és meglehet6s biztonsag-
gal jelenthetd ki, hog?/ a novenyvédelemben el6fordulé mennyiségi-
hatarokon belul nem kell azzal szamolnunk, hogy e vegyiletek alkalma-
zéséval kapcsolatban kronikus toxikus hatas léphet fel.

Az inszekticid hatasl foszfatészterek eg¥re novekvé felhasznalasaval kap-
csolatban az egészséglgyi szerveknek és ellen6rz6 laboratoriumoknak sulyos
feladatokat kell megoldaniok, amelyek kiterjednek a munkaegészsegiigyi el6-
frasokra, az utols6 permetezés és a betakaritas kozotti kotelezG varako-
zési id0 és az élelmiszerekben megtlrhetd ~permetmaradékok mennyiségének
meﬂszabéséra. Mindezek a feladatok, nem is sz6lva a folyamatos ellendrzésrdl,
a hatéanyagok bomlasanak, atalakuldsanak, anyagcseréjének problémairdl,
csak akkor oldhat6k meg, ha a célnak megfelel6 érzékenységl analitikai médszerek
allnak rendelkezésre.
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A novényvéddszerként elsének bevezetett és ma is leggyakrabban hasznalt
foszforsavészterek parcition-tipustak:

S

Paration, E 605

A paration-tipust hatéanyagok analitikai szempontbdl kulondsebb nehézséget
nem jelentenek, mert a nitrofenil-csoport valtozatos kémiai mddszerek alkalma-
zésara nyUjt lehet6séget. A legegyszer(ibb ezek kozil a ldgos hidrolizis, amely
utdn a keletkezett nitrofenol fotometralhatd (11). Redukcioval e vegyiletekb6!
egy amin allithato el6, amely diazotalhato, kapcsolhatd és az igy képzett szine-
zek nagy érzékenységgel fotometralhato (3). Mindkét modszer érzékenysége
elegendd ahhoz, hogy a névények fellletérdl olddszerekkel konnyen lemoshatd
paration permetmaradékokat meghatarozhassuk és mennyiségik csokkenését
az id6 fliggvényében kovethessiik (7). Egészen mas a helyzet a nitrofenil-gyokot
nem tartalmazo hatéanyagok esetében, mint amilyen pl. a szisztox, mert ezek
kémiai modszerekkel csak igen nehezen mutathatok ki és meghatarozasukat az
is akadalyozza, hogy nem maradnak a ndvények feliiletén, hanem behatolnak
belsejikbe.

Az ilyen permetmaradékok kémiai meghatarozésa altalaban oly médon torté-
nik, hogy a novények szerves-oldoszeres kivonatat hosszadalmas tisztitasi elja-
rasoknak vetik ala, beleértve a kromatografias oszlopon valo kezelest is, majd
foszformeghatarozast végeznek. A biologiai anyagokban azonban sokféle fosz-
forvegyiilet fordul el§ és ezért e modszerek altalaban talsagosan bonyolultak és
slo?)roggtosan végezendd ellen6rzé vizsgalatok céljaira kevéssé felelnek meg (12,

Az emlitett nehézségek mar régen arra a gondolatra vezettek, hogy az inszek-
ticid foszforvegyuletek maradékainak meghatarozdsat biokémiai modszerekkel
Kiséreljék meg, mégpedig a kolineszteraz enzimre gyakorolt gatlé hatasuk alap-
jan. Mindezek az eljarasok a kolineszteraz-aktivitas valamely isiTiert mérési maod-
szerén alapulnak. Szamos részletes Osszefoglald jelent meg err6l a targykorrél
(1, 8, 25), ezért itt csak vazlatosan ismertetjik az alapvet6 eljarasokat és az
osszefoglalokban még nem szerepld legUjabb kozleményeket.

Az enzimes foszfatészter-meghatarozas legelterjedtebb mddszerei a Hestrin-
féle (9) kolineszteraz-aktivitds mérésen alapulnak. Ezek lényege az, hogy a
foszfatészter-tartalmi (sziikség esetén oxidacioval aktivalt) vizsgalati oldatot
egy enzimpreparatummal, legegyszer(ibb esetben emberi vérsavoval inkuba-
lunk, majd szubsztratumként ismert mennyiség(i acetilkolint adunk hozza. Ujabb
inkub4cio utan a bomlatlan acetilkolint 1dgos hidroxilamin-oldattal hidroxdm-
sawd alakitjuk, melynek ferrikomplexe élénk voérds szinli és fotometralhatd.
Legujabban ezt a modszert Neslieim és Cook (19) alkalmazta, mé?pedi hét
kilonb6z6 hatdanyagra, koézleményik kilon foglalkozik az optimdlis inkuba-
ci6s id6 meghatarozasaval. Jane McCaulley és Cook (16) megallapitotta, hog¥ az
egyes hatdanyagok a kiilonb6z6 eredet(i kolineszterdz-preparatumokra kilén-
bdzéképﬁen hatnak - ezt a jelenséget a szerz6k specifikus meghatarozasi el-
jardsok kidolgozasara kivanjak kihasznalni. D. F. McCaulley és Cook (15) szin-
tén Hestrin modszerét alkalmaztak, enzimforrasként hazilegyfejekbdl készilt
homogénizatum szolgalt. J6 e%yezést allapitottak meg az enzimaktivitas csokke-
nése es a legyek mortalitasa kozott. E szerzok Gsszesen kilenc kilonbézé hato-
anyagra terjesztették ki vizsgalataikat.

18



A masik igen elterjedt mddszer Michel (17) eljarasan alapul, amely szerint az
enzimaktivitast az acetilkolinbdl lehasad6 ecetsav hatasara bekdvetkezd pH-
eltolodushél allapitjdk meg. Ezt a mdédszert az utobbi években Zweig és Archer
(30) alkalmazta foszfatészter-hatéanyagok meghatarozasara, mégpedig kilon-
b6z6 enzimpreparatumok igénybevételevei. Hasonloképpen jart el Boyd (5) is,
aki a legnagyobb részletességgel irja le a tisztitasi és oxidaciés mliveleteket.
Jelent6s Patchett és Batchelder (20) munkassaga is, mert tizenegy kiilénbdz6 fosz-
forvegyiiletre terjed ki és meghatarozza azokat a hatéanyag koncentraciokat,
amelyek az enzimaktivitast 50%-kal csokkentik. E szerz6k a modszert oly mo-
don kivanjak specifikussd tenni, hogy a hatéanyagokat redukald, oxidalo-re-
dukalé és erélyes oxidald hatasoknak vetik ala ésily modon kiilonbdz6 mértékd
aktivitascsokkenést idéznék el6.

A felsorolt két alapvetd maédszer kézds hatranya, hogy az enzimreakcié alatt
a kortilmények nem lehetnek optimalisak, mert vagy a szubsztratum koncentra-
cidja valtozik nagymértékben (Hestrin-fele mddszer), vagy pedig a kézeg pH-ja
tolodik el (Michel-iéle mddszer). Az optimalis korilmények allando fenn-
tartasara két at kinalkozik: a keletkez6 ecetsav folyamatos semlegesitése, titralasa
és bikarbonatpuffer alkalmazasa, amelybdl az ecetsav gaz halmazallapoti szén-
dioxidot szabadit fel. Mindkét eljaras allando TpH-értekl’] kdzeget tud biztosi-
tani, mikdzben a szubsztratum, az acetilkolin féloslegben alkalmazhatd, tehat
koncentracidja gyakorlatilag allandénak tekinthetd.

Az ecetsav folyamatos titrdlasa manualisan nehezen hajthato végre, megis
szamos esetben alkalmaztak eredményesen, legutobb Yip es Cook (29). Az Uj-
tipusi automatikus titrdld berendezesekkel (,,pH-stat”z igen elegans maddon
lehetne ezt a mddszert alkalmazni, lasd pl. Jorgensen (10) kolineszteraz-akti-
vitds méréseit, de nincsen tudomasunk réla, hogy foszfateszter-hatéanyagokra
mar adaptaltdk volna.

A Nachmanson (18) szerint végzett kolineszteraz-aktivitds meghatarozas a
bikarbonat-pufferbdl felszaduld széndioxid volumetrias mérésén alapul, ami
Warfturg-készillékkel térténhet. Ezt a modszert Ie(I;ut(’)bb Augustinsson és Jons-
son (2), Schaumann (24) és Yip és Cook (29) alkalmazta foszforsavészter-hatd-
anyagok meghatarozasara, mégpedig kivalo eredménnyel. Sajnos, ezek az elja-
rasok sorozatvizsgalatokra kévessé alkalmasak, mert a Warburg-késziilék nagyon
kc_')ltségles, kezelése korllményes és rajta egyszerre csak korlatolt szami minta
vizsgalhato.

Végil meg kell emliteni Cook (6) papirkromatografids vizsgalatait, amelyek-
ben a kromatografiasan elvalasztott hatéanyagokat in situ aktivalja, enzimpre-
paratummal, acetilkolinnal es pH-indikatorral kezeli és igy hivja el6 az egyes
vegytleteknek megfelel6 foltokat. Ennek az eljarasnak nagy az érzékenysege,
de csak a hatéanyagok mennyiségének nagysagrendi megbecslésére alkalmas.

A kovetkez6kben két Uj modszerr6l kivanunk beszamolni, amelyek kéziil
az egyik permetmaradékok hatdanyag-tartalmanak gyors megbecslésére alkal-
mas, a masik pedig kvantitativ meghatarozasukra.

Szlikséges eszkozok és anyagok

Turmix, vagy mas vele egyenérték(i homogenizator,

ultratermosztat, olyan meéret(i vizfiirdével, hogy 1-2 literes f6z6poharat,
ill. kémcs6-allvanyt lehessen beleéllitani. Barmilyen tipusd 37+1 O
és 50+1 O hOmérsékletre szabalyozhatd vizfirdd felhasznélhatd,

pH-méro készulék, lveg- és kalomel-elektrodaval,

Uveglapok 25x30 cm nagysaglak, j6 mindségli ablakivegbdl,

papiros ragasztdszalag, 3- 4 cm széles,
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kvarcliomok, barmilyen eredetl, pormentes, vizzel mosott és megszaritott
homok hasznélhatd,

kolincszteraz preparatum, valamely kérhdz vagy kdzegészséglgyi- jarvany-
Ggyi allomas szerologiai laboratériumabdl beszerezhet6 friss emberi
verlepényr6l ledntjiik a savot, majd kvarchomokkal és kétszeres mennyi-
ségli vizzel dorzscsészében eldorzsoljik. A folyadékot dekantalassal,
kevés vizzel a homokot utanéblitve, nagymeéret(i centrifuga-csdvekbe
ontjiik és 1500/perc fordulatszammal centrifugalva a homoktdl és a
durva sejtfal-részekt6l megszabaditjuk. A kisse zavaros folyadékot az
eredeti verlepény sulydnak megfelelGen vizzel tizszeresen felhigitjuk és
h(tészekrényben legfeljebb két hétig taroljuk,

agar-agar, bakteriolégial mingség,

detergens-oldat, 1%-o0s Ultra mosdszer, vagy Tween 80,-

brotrdimolkék, p. a.,

brérrdimolkék-oldat, 0,1%-os, etanolos,

bromtimolkék-puffer oldat, 0,04%-0s, pH = 7,7,

natriumliidroxid-oldat, kb. 0,1 mol/liter,

brémviz, telitett. Célszer(i az elemi brémot 2-5 ml-es ampullakba kb. 1
ml-ként szétosztani és leforrasztva tarolni. Egy ampulla tartalmat
kb. 50 ml vizhez adjuk és becsiszolt dugds Ulvegben sotétben legfel-
jebb két hétig taroljuk,

natriumtioszulfat-oldat, kb. 0,1 mol/liter,

acetilkolinklorid-oldat, 0,4%-0s. Legmegbizhatobb a 0,1 vagy 0,2 g-os ,,Ro-
che” vagy mas gyartmanya széraz ampullakbol keszult vizes oldat,
amely hutészekrényben két hétig tarolhatd. Szilkség esetén a krista-
Ilyos forméban beszerezhet§ acetilkolinbromid is hasznalhatd, de ez
rendszerint szabad ecetsavat is tartalmaz. Ezért bel6le 1%-0s vizes
oldatot készitiink, amit végs6 térfogatra vald kiegészités el6tt brom-
timolkék-indikator jelenlété%en natriumhidroxid oldattal semlegesitlink
(zoldeskékre titrdlunk). Az ilyen oldatot frissen kell vizsgalat el6tt
elkésziteni,

izopropanol, puriss.,

kloroform, puriss.,

natriumszulfat, sicc., puriss.,

ﬁuffer-oldatok, a pH-mér6 bedllitasara, ) )

atéanyag torzsoldatok. A kvantitativ meghatarozasoknal ismert mennyiségi
hatéanyagot tartalmazé dsszehasonlitd oldatokra van szilkség. Leghe-
lyesebb, ha a toérzsoldatokat ugyanabb6l a ndvényvédészer prepa-
ratumbol készitjik, mint amellyel a permetezés tortént. Tapasztala-
tunk szerint az etanolos tdrzsoldatok, melyeknek téménysége 1mg/ml,
sOtéthen tarolva heteki(];, vagy hdnapokig bomlas nélkil tarthatok
el. A higabb 6sszehasonlitd oldatokat vizzel torténé higitassal frissen
készitjuk el.

F igyelmeztetés

Az itt leirt enzimes meghatarozasi moédszerek nagyon érzékenyek. Ezért
mindent meg kell tenni, hogy eszkdzeinket és oldatainkat ne szennyezziik be a
hatéanyagokkal. A hasznalt (ivegeszkdzoket, pipettakat hig natriumhidroxid-
oldattal toltott Uveghengerekbe tessziik, a tobbi eszkozt, pl. a homogenizatort
szintén hig lug-oldattal, majd vizzel mossuk &t minden egyes minta feldolgo-
zasa utan. Kiléndsen vigyaznunk kell a ,,témény” (1 mg/ml) hatéanya%-tdrzs-
oldatokkal végzett munka sordn, mert ezek egyes esetekben egymillidszor
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nagyobb koncentraciéban tartalmazzak a hatéanyagokat, mint amennyi madd-
szerlinkkel kimutathat6 és igy ezekbdl egy csepp is elegendd Osszes eszkdzeink
églpl(ldataink olymérték(i beszennyezésére, hogy a tovabbi munka lehetetlenné
vallk.

Gyors mddszer a hatdanyag-maradékok megbecslésére

A foszfatészter-tipusi novényvédbszerekkel dolgoz6 munkasok vérének
kolineszteraz-aktivitdsat munkaegéeszségligyi okokbol rendszeresen ellendrizni
kell. Erre a célra kildnbozd eljarasokat fejlesztettek ki, amelyek koziil az egyik
legegyszer(ibb az, amelyet Limperos és Ranta (14), valamint Wolfsie (28) nyoman
Barnes (4) ajanl és amelyet Magyarorszagon is bevezettiink (21). Ez a vizudlis
kolorimetrian alapulé modszer, megfelel6 modositasokkal, permetmaradékok
megbecslésére a kbvetkezc’iképpen alkalmazhaté:

1 10O g névényi anyagot késsel feldarabolunk és 100 ml kloroformmal
turmixban alaposan elkeveriink. A keletkezett pépet kloroformmal- megnedve-
sitett reddssziir6re ontjik és ig?/ vizmentes sziiredéket kapunk, amelybdl kb.
20 ml elegendd a tovabbi miveletekhez. Szilkséges esetén ezt az oldatot kevés
natriumszulfattal viztelenitjuk.

2. A kloroformos sz(irletb6l 0,1 1, 2, 5 és 10 ml-t kis f6z6poharakba mérink
és az oldoszert leveg6arammal eltzzik. A poharakban levd maradékot, amely
kiilonhz6, vizben nem oldodo anyagokat,, pl. viaszokat tartalmaz, 0,5 ml vizes
detergens oldattal kis Uvegbot segitségével eldorzsoljuk. A szuszpenzmhoz ez-
utan 0,2 ml brémvizet adunk, a keveréket 30 percig aIInl hagyjuk, majd a folds
brémot 0,2 ml natriumtioszulfat oldattal megkotjik. A bromos-tioszulfatos
Ilgezelets) csak a tiofoszfat-tipusd hatéanyagok esetében szikséges (lasd kovetkez6
ejeze

3. A poharakba ezutan 1 ml kolineszteraz- preparatumot mériink és a keve-
réket szobahémérsékleten 30 percig allni hagyjuk.

4. A keverékekb6l 1- 1 ml-t kemcsovekbe merunk majd hozzaadunk 3 ml
brémtimolkék-puffer-oldatot és 1 ml acetilkolinklorid-oldatot. Alapos 0ssze-
keverés utdn a kémcsoveket 37 C°-os vizflrdébe allitjuk.

5. Afenfi miveleteket novényi kivonat nelkiil, valamlnt ha lehetseges a vizs-
galttal azonos fajtaju és érettsegi foku, de nem permetezett novények kivona-
taval is elvégezzuk. Hasonloképpen Jarunk el ismert mennyiségl, hozzaadott,
hatéanyag jelenlétében is, tekintetbe véve a 1 tablazat adatait.

6. 30-40 perces varakozas utan a kémcsoveket j6 vilagitas mellett, fehér
hattér el6tt megszemléljuk. Az intakt enzimet tartalmazo csovek szine zéldes-
sargatol narancssargaig terjed, a gatolt enzimet tartalmazo kémcsovek szine nem
valtozik. A hatoanyagmennyiségek megbecslése ugx torténik, hogy tekintet-
be vesszilk a higitasokat, vagyis a vizsgalatnal felhasznalt kloroformos oldat
terfog?tat és az ismert hatoanyagmennyiségekkel végzett vizsgalatok ered-
ménye

1 tablazat

A szOvegben kozolt feltételek mellett enzimgatlast okozé hatdanyagmennyiségek
Tajékoztatd adatok

Paration, E 605 ..o, 0,03 pg
Metil-paration.........ccccoveineniinenneeee e 03 pg
Chlorthion ...... 03 pg
SYSIOX 1.t 25 pg
Metasystox ... s 25 pg
TINOX e 25 .0
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A hatéanyugok meghatarozésa az agar-diffizios eljarassal

Az enzimreakciok rendkivili érzékenységét el6nydsen kothetjik ossze az
antibiotikum-meghatarozasoknal hasznalatos agar-diffiziés eljarasok kvanti-
tativ jellegével és igy az inszekticid foszfatészterek permetmaradékait sorozat-
vizsgalatokra igen alkalmas mddszerrel hatarozhatjuk meg (22).

E moddszer alapelve az, hogy egy kolineszteraz preparatumot, pH-indika-
tort és agar-agart tartalmazo oldat pH-értékét kb. 8-ra allitjuk be és ezutan
bel6le lemezt ontunk. A lemezekbe készitett lyukakba mérjik be a vizsgélati
oldatot. Kell§ ideig torténd diffuzié utan a lemezre acetilkolin-oldatot éntiink,
amely bediffundal az agar lemezbe és bel6le az enzim hatasara ecetsav szabadul
fel. Az intakt enzimet tartalmaz6 helyeken a lemez szine ekkor megvaltozik,
mig a vizsgalati oldatban levé enzimgatlo anyag mennyiségével aranyos atmérgj
gatlasi gydrik keletkeznek a lyukak koril, ahol az indikator szine nem valtozik
meg.

1 A vizsgalati anyag eltkészitése: A vizsgalando ndvenyi részek (gyumdlcs,
z0ldség) legalabb 1 kg-os gondosan vett atlagmintajat késsel aprora daraboljuk
és belole 100 g-ot a homogenizatorba mériink. Hozzédadunk 50- 100 ml vizet
(attol fligg6en, hogy milyen nagy a vizsgalandd anyag viztartalma) és a homo-
genizatort 3-5 percig mikddtetjik, mialatt egyenletes pép keletkezik. A pép-
bél 10 g vizsgalati anyagnak megfelel6 mennyiséget, vagyis 15-20 g-ot 50 ml-
es f6z6poharba mériink és hozzaadunk 20 ml izopropanolt. Uvegbottal 6ssze-
keverjik a tomeget, majd apranként allando kevergetés kozben hozzaadunk
kb. 15 g szaraz natriumszulfatot. A keverést addig folytatjuk, amig a témeg
feliiletén az izopropanolos, novényi festékektdl szinezett fazis tisztan elvalik.
Ebb6l az oldatbdl 1 ml-t kémcs6be pipettazunk.

2. A kivonatok és dsszehasonlitd oldatok aktivalasa és el6készitése: A novény-
védelemben hasznalatos foszfatészterek kozil szamos csak a szervezetben ala-
kul &t kolineszteraz-bénitd hatéanyagkgé. Ezeket oxidacidval kell in vitro akti-
vitassal rendelkez6 anyagokka atalakitani és csak ezutan lehet 6ket a jelen
modszerrel meghatarozni. (Lasd: 2. tablazat.)

Ha a vizsgalando ndvenyi termékeket olyan anyaggal permetezték, amely
aktivalasra szorul, akkor a kémcs6vekbe mert izopropanolos kivonathoz 0,2
ml bréomvizet adunk, majd 30 perces varakozas utan a folés mennyiségben je-

2. tablazat

Az 6sszehasonlité hatéanyag-oldatok koncentrécidinak szélsé értékei. A *-gal
megjelolt anyagok oxidaciés aktivalast nem igényelnek.

Koncentracio
mikrogramm/ml

Paration ..o, ' 0,01- 500
Metilparation .... 01 - 500
Chlorthion ........ 10 -1000
Iséchlorthion .. 1,0 -1000
Phenkapton 0,5 -1000
Melathion .......... 0,5 -1000
Systox* ... 1,0 - 200
Metasystox* 10 - 200
Tinox* ... 1,0 - 200
Phosdrin® ..o 0,5 -1000
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lenlevd brom megkotésére 0,2 ml natriumtioszulfat-oldatot. Hasonldképpen
kezeljik a hatéanyag-tdrzsoldatokbdl készitett dsszehasonlité oldatok egy-egy
ml-nyi mennyiségeit. Az dsszehasonlitas céljait szolgald higitasok széls6 értékeit
a 2. tablazat adja meg. Az 6sszehasonlitd oldatokat el6nyds olyan sorozatokban
késziteni, amelyekben az egyes higitdsok egymasnak tizszeresei (pl. 100-10-
1-0,1 mikrogramm/ml).

Ezutan a vizsgalati oldatokat semlegesitjiik, vagyis a névénybdl szarmazo,
valamint esetleg a bromos oxidacié folyaman keletkez6 savtermeszet(i anyago-
kat luggal megkotjuk. Ez agy torténik, hogy egy csepp bromtimolkék indikator-
oldat jelenléteben az oldatot natriumhidroxid oldattal z6ld szinarnyalat eléré-
séig titrdljuk. A mintdk térfogatdt ekkor ismert mennyiségre egészitjik ki, ez
altalaban 2 ml lehet. (A kiegészités el6tt a minta térfogata attol flgg, hogy volt-e
szilkség aktivalasra és attél, hogy mennyi lugot kellett felhasznalnunk a semle-
gesitésre. Sorozatvizsgalatok eseten, amikor altaldban azonos 6sszetétel(i névényi
anyagot dolgozunk fel, a mintdk azonos térfogatra valé kiegészitése gyorsan
végezhet6 mivelet. El6nyds, ha a tioszulfat- és natriumhidroxid-oldatot, vala-
mint a kiegészitésre vald vizet automata birettab6l adagoljuk).

3 Az agar lemezek elkészitése és a vizsgalati oldatok bemerése : A 25 x 30 cm-es
iveglapokat a papiros-ragasztoszalaggal oly modon keretezzilk be, hogy szélu-
kén kb. 1,5 cm magas, az Uvegre mer6leges peremet alkossunk, vigyazva arra,
hogy a keret résmentes legyen. Ezutan a lemezeket gondosan vizszintezett sik
asztallapra helyezziik, vagy pedig egyenként vizszintezzilk Oket.

1200 ml ossztérfogatra szamitva (harom lemezre elegendd mennyiség) a
kovetkezGképpen készitjuk el az agar-oldatot: 960 ml vizben, allandé keverés
mellett forralas kdzben oldunk 20 g agar-agart. Ha az pldat feltisztul, a poharat
az ultratermosztat vizfurd6jébe allitjuk és a folyadékot 50 + 1 C°-ra htjik.
Kézben 120 mg brémtimolkéket néhany ml natriumhidroxid-oldattal eldérzsé-
link és kevés vizzel az agar-oldatba oblitjuk. Ha az oldat hmérséklete 50 C°-ra
hilt (amit felkeverés utan hémer6vel kozvetlentl kell ellendrizni), hozzdadunk
240 ml kolineszteraz preparatumot. A meifelelé puffer-oldatokkal (FI. pH 7 és 9)
50 C°-on beszabalyozott pH-méré késziilék ellendrzésével az agar-oldathoz allan-
d6 keverés mellett natriumhidroxid-oldatot adagolunk, mig a pH-érték eléria
7,8-7,9 értéket. Megfelel6 gyakorlat utdn ez a muvelet mszeres ellen6rzés nél-
kul is elvégezhetd: a kivant pH-érték elérését az jelzi, hogy az oldaton lev hab,
alapos keverés utan kék szinarnyalatot mutat. A pH beallitasat jol be kell gyako-
rolni és gyorsan végezni, mert ellenkez6 esetben az oldat tdlsagosan leh(lhet és
a lemezontés ilyenkor nem sikerdl. B

Az liveglemezek mindegyikére 400ml
oldatot ontink eg?]/ melegvizzel el6re
felmelegitett mérdhenger segitségével. A
Az oldat zavaré habzasat néhany csepp
etiléterrel sziintetjik meg. Az agar-
kocsonya megdermedéséig nem nyulunk
a lemezekhez. Ezutan egymastél 5 cm
tdvolsagra 8-9 mm atmerdjl lyukakat
készitink a lemezbe, 0sszesen 4x5-0t.

Elényds, ha papirosra eg¥ megfelel§

sablont készitlink, amit a lemezek ala

helyezhetlink és igy megkonnyitjik-a

lyukak szabalyos elhelyezését. A lyuka-

kat barmily alkalmas eszkézzel elkészit- 3

hetjUk, p|. dUgOfﬂféVﬁL de Iegkbnnyeb- 7. abra. Uvegeszkt_)z lyukak készitésére az
ben egy, a laboratériumunkban jol bevalt ~ 2Jar-agar lemezbe: a) Csatlakozds a viz:

P " P , ;s A légszivattyuhoz; B) Tartaly; cj A leveg6
kis Uiveg eszkozzel ériink célt (lasd 1 &bra). szabad bearamlasat biztosito csé



Mindezeket a miveleteket, valamint a lemezek tovabbi tarolasat olyan
helyiségben végezzilk, amelynek leveg6je sav- és ammoniak-g6zokt6l mentes.
El6nyds, ha a h6mérséklet 20- 22 C° es az atmoszféra vizg6zzel van telitve, egy
mas célokra nem hasznalt zart vegyifiilke jol megfelel a célnak.

A lyukakba a vizsgalati oldatokbdl 0,1 ml-nyi mennyiségeket mériink,
minden beméréshez friss pi#ettét hasznalva. Ezutadn a lemezeket 18 6ra hosszat
allni hagyjuk, ezalatt a diffuzid eléri a kell6 mértéket.

lIs

2. abra. A gétlasi gyldrik kontakt masolata. Hatéanyag: pa-
ration. Hatéanyag mennyiségek 0,1 ml oldatban: 0; 0,003;
0,03; 0,3; 3; 30 mikrogramm (kicsinyitve)

4. Az el6hivés és az eredmények értékelése: A difflzids periddus letelte utan ¢
lemezekre & 50ml acetilkolinkloridoldatot éntiink oly mddon, hogy egyenletesen
lepje el 6ket. Kb. 3&perc varakozas utdn mar nagyon jol lathaték a zoldeskéken
attetsz6 difflzids gatlasi gy(rlk, a lemez tobbi része narancssarga szinl és atlat-
szatlan (az atlatszatlansag oka egyrészt az, hogy savas kdzeghen a bromtimolkék
kevéssé oldodik, masrészt pedig az, hogy a kolineszteraz-preparatum valamely
komponense savas pH-értékeknél kicsapodik). A gatlasi gydriik hosszl ideig
lathatok, de az értékelést az el6hivas elkezdése utan 45 percen beliil kell elvégezni.
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mert a gatlasi gy(rlkbe a kornyezetb8l ecetsav diffundal, ami lassan csokkenti
atmérdjiket.

Az értékelést legegyszeriibben Ugy végezhetjiik, hogy a lemezek ald, fehér
hattér el6tt, atlatsz6, mm beosztadst vonalzo6t csusztatunk és ennek segitségevei
leolvassuk a gy(r(ik atmérgjét. Tartos képet allithatunk el6 a lemezekrdl Ggy,
hogy aldjuk 24x30 cm-es kemény gradacioju bromezist nagyitd-papirost helye-
ziink és kb. 2 m magassagbol néhany masodpercre 40 wattos izz6 segitségével
atvilagitjuk 6ket, s a felvetelt el6hivjuk. Az igy készilt kontakt masolatok igen
pontos ertékelést tesznek lehetévé. (Lasd 2. abra.)

A kalibraciés gorbék felraj-
zolasa Ugy torténik, hogy a gatlasi
gy(rik atmérgjét a koncentraci-
0k, vagy az abszoldt hatdanyag-
mennyiségek logaritmusaval
szemben abrazoljuk. Példakép-
pen ilyen gorbéket kozlink a
3. abran. Mivel az eredmények
az agarlemez 0Osszetételét6l, a
hatdanyag mindségétél eés mas
tenyezOktol is fuggnek, ajanlatos
minden laboratoriumban sajat
kalibraciés gorbéket felvenni.
llyenek birtokaban, tapasztala-
taink szerint, az eredmények
kitinéen reprodukalhatdk.

Megjegyzések

A paration-szarmazékok al-
koholos torzsoldatai, sotétben ta-
rolva hdnapokig bomlas nélkil
eltarthatok.

A c};étlési gylrldk méretét
az a|k|a maZOtt| O|(_jC')SZEI‘ (Vif)’ 3. ab Paration, metil-paration, metasystox
metanol, etanol, izopropano - aora. . Paration, -paration, ystox
érdekes ‘médon nem befolydsolja. It oidatban Ertendak. KInGsot vonalak: gatiae
Az agar-agar koncentracid val-  gydrik atméréje mm-ben; szaggatott vonal: a
toztatasanak (1,4- 2,2%) szin- sugarak négyzete
tén alig van hatdsa. A vér-
preparatum mennyiségének valtoztatdsa azonban jol mérhet6 effektussal jar:
minél tébb vér van jelen, annal kisebbek a gatlasi gydrdk.

A kalibracios gorbék els6 megkozelitésben egyeneseknek latszanak, ha azon-
ban a méréseket széles koncentracids hatarok kozott végezzik - ahogyan ezt
pb a parationnal tehetjik - és a legnagyobb gondossaggal jarunk el, akkor jol
lathatd a gorbék parabolikus alakja. Kivételt csak a legkisebb gatlasi gydrik
képeznek (a parationnal kb. 0,01 mikrogrammig), amelyek valamivel nagyobbak
a vartnal, ami valdszin(ileg az olddszer higitd hatdsanak kovetkezménye, vala-
mint annak, hog%/ a vizsgalati oldatokat az agarlemeznek nem valamely dimenzio
nélkali mértani helyére vissziik fel, hanem a 8 mm atmér6jl lyukba pipettazzuk.
A gorbék parabolikus alakjat bizonyitja, hogﬁ féllogaritmusos papiroson abra-
zolva a sugarak négyzetei egyenest képeznek (3. abra).

A gyumolcsokbol (alma, kérte) valo extrakcios eljards j6 hozamu, hozza-
adott hatdéanyag menyiségek 90-100%-ban nyerhet6k vissza.
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Mindezeket a m(veleteket, valamint a lemezek tovabbi tarolasat olyan
helyiségben végezzilk, amelynek leveg6je sav- és ammoniak-g6zokt6l mentes.
Elonyds, ha a h6mérséklet 20-22 C° es az atmoszféra vizg6zzel van telitve, egy
mas célokra nem hasznalt zart vegyifillke jol megfelel a célnak.

A lyukakba a vizsgalati oldatokbol 0,1 mi-nyi mennyiségeket mériink,
minden beméréshez friss plpettét hasznalva. Ezutadn a lemezeket 18 6ra hosszat
alini hagyjuk, ezalatt a diffazio eléri a kell6 mértéket.

2. abra. A gatlasi gylrik kontakt masolata. Hatéanyag: pa-
ration. Hatéanyag mennyiségek 0,1 ml oldatban: 0; 0,003;
0,03; 0,3; 3; 30 mikrogramm (kicsinyitve)

4. Az el6hivas és az eredmények, értékelése: A difflizids periddus letelte utan a
lemezekre & 50ml acetilkolinkloridoldatot dntiink oly maédon, hoEy egyenletesen
lepje el Gket. Kb. 30 perc varakozas utan mar nagyon jol lathatoK a zoldeskéken
attetsz6 difflzios gatlasi gydrik, a lemez tébbi része narancssarga szind és atlat-
szatlan (az atlatszatlansag oka egyrészt az, hogy savas kozegben a bromtimolkek
kevéssé oldadik, masrészt pedig az, hogy a kolineszteraz-preparatum valamely
komponense savas pH-értékeknel klcsapodlk) A gatlasi gytrik hosszu ideig
lathatok, de az értékelést az el6hivas elkezdése utan 45 percen bellil kell elvégezni.
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mert a gatlasi gydrikbe a kdrnyezeth6l ecetsav diffundal, ami lassan csokkenti
atmérdjuket.

Az értékelést legegyszerlibben ugy végezhetjik, hogy a lemezek ala, fehér
hattér el6tt, atlatsz6, mm beosztdsu vonalzdt csusztatunk és ennek segitségével
leolvassuk a gydrdk atmérgjét. Tartos kepet allithatunk el a lemezekrdl Ugy,
ziink és kb. 2 m magassaghdl néhany masodpercre 40 wattos izzd segitségével
atvilagitjuk 6ket, s a felvetelt el6hivjuk. Az igy késziilt kontakt masolatok igen
pontos ertékelést tesznek lehetévé. (L&sd 2. é&bra.)

A kalibréaciés gorbek felraj-
zolasa gy torténik, hogy a gatlasi
gy(rlik atmérgjét a koncentraci-
ok, vagy az abszolut hatbanyag-
mennyiségek logaritmusaval
szemben abrazoljuk. Példakép-
pen ilyen gorbéket kozlink a
3. &bran. Mivel az eredmények
az agarlemez Osszetételétdl, a
hatoanyag mindségetl €s mas
tényezoktol is fliggnek, ajanlatos
minden laboratoriumban sajat
kalibracios  gorbéket felvenni.

Ilyenek birtokaban, tapasztala-
taink szerint, az eredmények
kitinéen reprodukalhatok.

Megjegyzések

A paration-szarmazékok al-
koholos térzsoldatai, sotétben ta-
rolva hoénapokig bomlas nélkiil
eltarthatok.

A gatlasi gy(rik méretét
a a|k|a maZOtt| O|(_1C')SZEI’ (Vllf)' 3. &b Paration, metil-paration, metasystox
metanol, etanol, izopropano - abra.  Faration, -paration, ysto)
Erdekes modon nem befolydsolja,  ouoracios orbel ' & mennyiségek 01 ml vizsga-
Az agar-agar koncentraci6 val-  gydrik atméréje mm-ben; szaggatott vonal: a
toztatasanak (1,4- 2,2%) szin- sugarak négyzete
tén alig van hatdsa. A Vér-
prepardtum mennyiségének valtoztatasa azonban jol mérhetd effektussal jar:
minél tébb vér van jelen, annal kisebbek a gatlasi gydrdk.

A kalibracios gorbék elsd megkozelitésben egyeneseknek latszanak, ha azon-
ban a méréseket széles koncentracios hatarok kozott végezzilk - ahogyan ezt
pl. a parationnal tehetjiik - és a legnagyobb gondossaggal jarunk el, akkor jol
lathatd a gorbék parabolikus alakja. Kivételt csak a legkisebb gatlasi gydirtk
képeznek (a parationnal kb. 0,01 mikrogrammig), amelyek valamivel nagyobbak
a vartnal, ami valdszinlleg az olddszer higitd hatdsanak kovetkezménye, vala-
mint annak, hogy a vizsgalati oldatokat az agarlemeznek nem valamely dimenzid
nélkili mértani helyére visszlk fel, hanem a 8 mm atmérgji lyukba pipettazzuk.
A gorbék parabolikus alakjat bizonyitja, hogﬁ féllogaritmusos papiroson abra-
zolva a sugarak negyzetei egyenest képeznek (3. abra).

A gyumolcsokbdl (alma, korte) vald extrakcios eljaras j6 hozamu, hozza-
adott hatéanyag menyiségek 90-100%-ban nyerhet6k vissza.
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Az inszekticid foszforsav-észterek enzimes meghatarozasa még bizonnyal
sokat fejleszthetd, kiilondsen ami a specificitast illeti. E modszerek érzékenysége,,
reprodukalhat6saga, pontossaga és végiil egyszeriisége viszont mar Kielégitének
latszik. A szerz6 véleménye, hogy a kromatografia es az agar-diffiziés mddszer
egyittes alkalmazasa lehetne a legkdzelebbi célszerl(i tovabbfejlesztési Iépés.
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KOMMYECTBEHHOE W KAYECTBEHHOE OMPEAENEHWE COJEP-
XAHUA MHCEKTUUNAHBLIX ®OCPATHbLIX 39NPOB B PACTUTE/b-
HbIX MATEPUANAX a

O. WaHga

rocre KpUTUHECKOro 06CYXKEHWs METOf0B OMpEAe/eHnst OCTaTKOB CPEACTB
3aWNTbl PacTeHWUid C CoAepXKaHWEM OpraHMYecKux 3(UpoB (OCHOPHON KIMCNOTbI
B MULLEBLIX MPOAYKTax, aBTOP YCTaHaBAMBAET, YTO XMMWUYECKUA MUKPOMETOL
onpejeneHns BellecTB Tuna ,,CUCTOKC” B NpakTWKe He Bcerga MOXHO Npoms-
BOAUTD.

lMocne nepecmoTpa 6MOXMMUYECKMX METOA0B, OCHOBbIBAHHBIX HA TOPMOXKeE-
HUM [eiiCTBUS (DEPMEHTOB, aBTOP MOAPOGHO COO6WAeT ABa MeToda: 6bICTPbIi
KOMIOPUMETPUYECKMIA .MeTof ANS NPUBIU3UTENLHOMO OMNpefeneHns BeLLeCTB |
METO/, OCHOBbIBaHHbIV Ha AUy3vmn B arap-arape, YTo NpPeMMyLLECTBEHHO MOXHO
NPYHMMATL L18 CepUiiHbIX MCCNeAoBaHU. KaxkAbli MeToh MOXHO MpOu3BOAWTb
MPOCTbIMX CPeACTBaMM M TOYHOCTb METOAOB COOTBETCTBYET TPebOBaHMAM METOA0B



TMIMEHNYECKOr0 XapaKkTepa, [aKe B HEeKOTOPbIX Cay4vasX Bbille Takux Tpebo-
BaHUI. HwKHWM npegenom onpegeneHus napatuoHa ssnsetca 0,003 wmr, ,,Cu-
cTokc-a” 0,2 mr B 0,1 mn uccnegyemoro pactsopa. Metogom auddysum B arap-
arape MOXHO onpegenuTb konmuectsa 1000—10 000 pa3 6onblie 6e3 pasbasne-
HWA PacTBOPOB.

NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON INSEKTICIDEN PHOSPHAT-
ESTERN IN PFLANZLICHEN STOFFEN

E. Saridi

Nach kritischer Besprechung der Bestimmungsmethoden von Pflanzen-
schutzmittelresten mit  organischem  Phosphorsdure-Ester-Wirkstoffgehalt
stellt der Verfasser fest, dass eine Mikrobestimmung der Substanzen vom
Systoxtyp auf chemischen Wege in der Praxis nicht immer anwendbar ist.

Der Verfasser beschreibt - nach Zusammenfassung der bisher erschie-
nenen, auf biochemischer Enzymhemmung beruhenden Methoden - zwei
neue Methoden ausfiihrlich: ein rasch ausfuihrbares, kolorimetrisches Schat-
zungsverfahren und eine auf Agar-Agar-Diffusion beruhende Methode, welche
sich fur Serienprifungen besonders eignet. Beide Methoden kdénnen mit einfa-
chen Mitteln ausgefiihrt werden und ihre Empfindlichkeit geniigt den An-
spriichen von Verfahren mit hygienischem Geprage, Ubertrifft dieselben sogar
in einigen Féllen. Die untere Grenze der nachweisbaren Mengen betrdgt bei
Parathion 0,003, bei Systox 0,2 /ug, undzwar in 0,1 ml Untersuchungs-losung.
Mit dem Agar-Diffusionsverfahren kdnnen aber auch 1000 - 10 000-fache
Mengen, -ohne Verdinnung der zu untersuchenden Substanz bestimmt werden.

DETECTION AND DETERMINATION OF PHOSPHATE-ESTER
INSECTICIDES IN PLANT MATERIALS

E. Saridi

On subjecting the methods for the determination of insecticide residues
of organic phosphate-ester basis in foods to a critical examination, the author
states that in practice, it is not always possible to carry out the microdetermi-
nation of substances of Systox tyge by chemical methods.

Summarizing the methods based on biochemical enzymatic inhibition
suggested thus far, two procedures are described by the author in detail: a
rapid colorimetric assay and a method based on agar-agar diffusion particularly
suitable for serial determinations. Both methods can be carried out by simple
devices, and their sensitivity meets and in certain cases much exceeds the requi-
rements of hygienic investigations. The lower limit of detectable amounts
ranges 0,003 /ug in the case of parathion and 0,2 jig in the case of Systox, refer-
red to 0,1 ml of test solution. However, on applying the method of agar-agar
diffusion, also confents 10000 - 10 0000-times higher can be determined with-
out diluting the samples.
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