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ABSTRACT

Chlorinated pesticides such as derivates of DTT, hexachlorobenzene and many others have
been used to protect of plants. It is a common knowledge that residues of these pesticides
deposit in adipose tissues at animals and could be transferred from here to eggs or to breast
milk of mammals. Moreover, a higher concentration of these compounds could be responsible
for infertility and for tumour disease. Therefore a development of simple and accurate tool for
detection of them is need. Our suggested biosensor is based on a determination of chlorides
on carbon paste and/or glassy carbon electrode both in stationary and flow system. We
improved sensitivity and selectivity of the analysis through modification of the electrode by
silver nitrate. We were able to determine chlorides in units of 10 M due to this modification.
In addition dehalogenases were bacterial enzymes capable of dechlorinating chlorinated
hydrocarbons. Thus, we could use dehalogenases to suggest a new biosensor for detection of
chlorinated pesticides.
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ABSTRAKT

Chlorované pesticidy, jako napiiklad derivaty DDT, hexachlorbenzenu a fada dalSich byly
velmi hojné uzivany v ochrané rostlin. Je zndmo, Ze rezidua téchto pesticidl se v zivociSném i
lidském organismu ukladaji do tukové tkén€, a z ni mohou piechdzet do vajec ptakti nebo
matefského mléka savcl. Navic ve vétSich koncentracich pak mohou zptisobovat nadorova
onemocnéni ¢i neplodnost. Proto je potfebné vyvijet jednoduché a presné nastroje k detekci
takovych pesticidi. Nami navrzeny senzor je zaloZzeny na detekci chloridi na uhlikové
pastové elektrodé anebo elektrodé ze skelného uhliku, jak ve stacionarnim, tak pratokovém
systému. Pro dosaZeni lepsi senzitivity a selektivity bylo mozné uhlikovou pastovou elektrodu
modifikovat pfidavkem dusi¢nanu stiibrného. Modifikaci elektrody byl limit detekce chlorida
snizen a7 na koncentraci 10° M. Dehalogenazy byly popsany jako bakteridlni enzymy



schopné odstépovat z halogenovanych uhlovodikti pravé halogen. Z tohoto diivodu bylo tedy
mozné dehalogenazy vyuzit pro navrzeni nového biosenzoru k detekci chlorovanych
pesticidu.
Kli¢ova slova: Pesticidy, Elektrochemické stanoveni, Dehalogenaza, Uhlikova pastova
elektroda.

UVOoD

Zakladni rozdéleni pesticidl je ureno podle cilové skupiny organismt proti kterym
maji plisobit a chranit tak kulturni plodiny. Dnes zname 5 hlavnich skupin téchto ptipravki
pouzivanych zejména v zemédelské prvovyrobé. Jsou to: insekticidy-hmyz; fungicidy-houby;
nematocidy-had’atka; rodenticidy-hlodavci; herbicidy-plevelné rostliny. Dale clenime
pesticidy podle obsahu jedné ¢i vice ucinnych latek a ptipadné dalSich pomocnych latek jako
jsou smacedla apod. Z chemického hlediska ucinna latka mize byt jak anorganického tak
organického ptivodu. Pouzivani anorganickych pesticidi (slouceniny na bazi médi, siry, a
diive také rtuti a cinu) se vyraznym zplUsobem omezuje, protoze vyznamné kontaminuji
zivotni prostfedi. AvSak organické pesticidy jsou stale velmi hojné vyuzivany v ochrané
rostlin. Organické pesticidy jsou vétSinou organofosforové, organochlorové a karbamatové
slouceniny. Plisobi velmi intenzivné na cely organismus a vétSinou dlouhodobé. Vyznamnou
skupinu ptedstavuji chlorované uhlovodiky, které jsou znamé svymi vyraznymi ucinky na
nervovou soustavu ¢i dychaci fetézec, a pfetrvavanim rezidui v zivotnim prostiedi. Z diivodu
zminénych negativnich vlastnosti bylo pouZzivani téchto u¢innych latek ve vyspélych zemich
vyznamnym zpisobem omezeno, zatimco v zemich tfetiho svéta jsou stdle intenzivné
pouzivany. Patfi sem napiiklad skupina pesticidnich latek zahrnujici derivaty DDT
(dichlordifenyltrichlorethan) (suma DDT, DDT-p.p., DDD-p.p., DDE-p.p.), HCH
(hexachlorcyklohexan), HCB (hexachlorbenzen), heptachlor, endosulfan, methoxychlor,
aldrin, dieldrin a endrin. Jedna se o latky lipofilni povahy, které se mohou diky této vlastnosti
vazat na lipidy v organismech, pfipadné vnich pietrvavat a pfipadné iniciovat vznik
nadorového onemocnéni ¢i neplodnost u zivocicht [1-3].

Obr. 1 DDT (4,4 - dichlordifenyitrichlorethan)

1

Cl Cl

Cl Cl



Vyhodou chemickych opatfeni v ochrané rostlin je, ze v kratké dobé miizeme
modernimi stroji oSetfit velké plochy, coz umoznuje vykonat potiebné zakroky vcas, tj. tehdy,
kdy porosty nejvice ohrozuji houbové choroby, hmyz a jini Skiidci. Vyraznou ptednosti
chemickych metod ochrany zemédélskych plodin je vétSinou velmi jednoduchy a pomérné
fadu problémii: i) akumulace a distribuce rezidui pesticidi v oSetfovanych rostlinach; ii) vliv
pesticidll na zZivotni prostiedi, dochazi k poruseni biologické rovnovahy v piirod¢; iii) vznik
rezistence na pouzivanou ucinnou latku, jak u hmyzu tak u rostlin; iv) negativni vliv na
ostatni hmyz (véely) a rostliny (okrajova rostlinnd spolecenstva); v) nebezpeci kontaminace
vody a potravy ¢lovéka (vznik akutni otravy).

Proto je potieba vyvijet rychlé, velmi ucinné a pfitom ekonomicky malo naro¢né
metody, pomoci kterych mizeme chloridy v zivotnim prostiedi efektivné stanovit [4-8].

MATERIALY A METODY
Chemikalie:

Reagencie ACS Cdistoty byly zakoupeny od Sigma Aldrich. VSechny roztoky byly filtrovany
ptes 0.45 um teflonovy membranovy filtr (MetaChem, Torrance, CA, USA). pH bylo méteno
za pouziti WTW inoLab Level 3 instrument (Weilheim, Némecko), fizeny pomoci osobniho
pocita¢e a programu (MultiLab Pilot; Weilheim, Némecko). pH-elektroda (SenTix H) pro
kalibraci byl pouzit set WTW pufrii (Weilheim, Némecko).

Stacionarni elektrochemicky systéem — AUTOLAB

Elektrochemické méteni bylo provadéno na AUTOLABu (EcoChemie, Holandsko) ve spojeni
s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Jako pracovni elektroda byla pouZita elektroda ze
skelné¢ho uhliku a pastova uhlikova, pomocna elektroda byla uhlikovéa tyCka a referencni
elektrodou byla Ag/AgCl 3 M KCIl. Vsechny experimenty probihaly za pokojové teploty.
DPV parametry pro analyzu chlorida: pocate¢ni potencial -0,8 V, konecny potencial 0,6 V,
amplituda 25 mV, rychlost polarizace 50 mV.s"

Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s elektrochemickou detekci —
Coulochem III.

HPLC ED system byl slouzen z chromatografické pumpy pracujici v rozsahu 0.001-9.999
ml.min”! (Model 583 ESA Inc., Chelmsford, MA, USA), guard cely (Model 5020 ESA,
USA), reakéni smycky (1 m) a elektrochemického detektoru. Elektrochemicky detektor (ED)
vyuziva analytické pritokové cely o objemu 50 ul (Model 5040, ESA, USA), ve které jsou
umistény elektroda ze skelného uhliku jako pracovni elektroda, hydrogen-paladiova elektroda
jako referencni elektroda a uhlikova elektroda jako pomocnd. Vzorek (5 pl) byl injektovan
pti pokojové teploté pies davkovaci ventil manuédln€. Data byla ziskavana pomoci programu



CSW 32. Parametry analyzy: pritok mobilni faze 0,1 az 1,5 ml.min’', mobilni faze byla
tvofena 0,2 M acetatovym pufrem (pH = 5), potencidl v guard cele 0 mV, potencial na
pracovni elektrodé¢ -200 az 300 mV, aplikovany proud 200 pA.

VYSLEDKY A DISKUSE

V nasi praci jsme studovali zékladni chovani chloridii na uhlikovych elektrodach
(CPE, CGE) [9-12]. Signal chlorid je ovliviiovan slozenim zakladniho elektrolytu. Testovali
jsme vliv rozdilnych pufri (acetatovy, fosfatovy a boratovy). Zjistili jsme, Ze nejvyssi odezvy
byly pozorovany v acetatovém pufru. Navic jsme studovali vliv rizného pH acetatovéhu
pufru. Nejlepsi elektrochemickd odezva chloridi byla pozorovana pii pH 5. Za
nejoptimalnéjsich podminek pak byla studovéna zavislost na koncentraci s limitem detekce
kolem 10 M. Protoze v prostiedi je koncentrace chlorovanych uhlovodiki velmi nizka,
vyrazné niz§i nez vySe uvedeny limit detekce, bylo nutno pfistoupit k navrzeni nového
postupu s cilem zvysit senzitivitu. Z proto jsme navrhli unikatni postup u kterého vyuzivame
interakce mezi:

Ag+ aCl (Ag+ + CI' => AgCl srazenina)

Uhlikovou pastovou elektrodu jsme modifikovali piidavkem AgNO;. Diky této
modifikaci se podafilo snizit limit detekce chloridii na jednotky nanomoldrni koncentrace
(10 M).

Obr. 2 Porovnani odezvy CI na uhlikové pastové elektrodé bez a s modifikaci AgNOs3,
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Abychom byli schopni detekovat chloridy z chlorovaného uhlovodiku (pesticidu),
musi byt halogen uvolnén z uhlovodiku. Je znadmo Ze tada druhii chemotrofnich bakterii
obsahuje enzymy umoznujici S$tépeni téchto vazeb [13-19]. Proto jsme vyuzili enzym
dehalogenazy bakterie Pseudomonas paucimobilis, ktera chlorid uvolni z uhlovodiku.
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Takto uvolnény halogen je mozné analyzovat nami vypracovanou elektroanalytickou
metodikou. Je znamo, ze aktivita enzymu je ovlivnéna fadou faktorti, jako je sloZeni pufru,
jeho pH, iontovou silou a teplotou. V nasi praci jsme pievzali podminky enzymového Stépeni
z laboratofe ,,Narodniho centra pro vyzkum biomolekul na Ptirodovédecké fakulté
Masarykovy univerzity v Brné“. V naSich experimentech vSak bylo potfebné¢ modifikovat
prostiedi experimentu vyménou glycidového pufru za pufr fosfatovy (pH = 7,55). Za téchto
podminek jsme sledovali Stépeni modelového chlorovaného uhlovodiku (1-chlorhexan)
enzymem dehalogenazou, pfi riznych teplotach na elektrochemickém detektoru ve spojeni s
HPLC. Zjistili jsme, ze aktivita enzymu striktn¢ zavisi na teploté a nejintenzivnéj$i Stépeni
(detekce chloridu) je pii teplotach blizkych 39°C. Vysledky jsou v dobré shod¢ s daty
zjisténymi jinymi metodami pouzivanymi pro studium aktivity tohoto enzymu.

ZAVER
Analyza chloridd je v souasné dobé mozna jen pomoci zdlouhavych laboratornich

malo senzitivnich metod [20,21]. Proto jsme navrhli novy postup pro sledovani chlorovanych
uhlovodikii za pomoci elektrochemie v kombinaci s bakteridlnim enzymem.
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