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ABSTRACT

The interest on the determination of alkyl and aryl halides (e.g. pesticides) lies in the serious
toxic effects of these compounds on an organism. 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. The aim of this work was to suggest a
biosensor for detection of alkyl and aryl halides. Suggested biosensor is based on a
determination of halides relaxed from alkyl and/or aryl derivatives by means of various
enzymes. The relaxed halides were consequently determined on carbon electrodes both in
steady state and flow system. We were able to determine chlorides in units of 10” M, whereas
the biosensor was utilized to determine Bromadiolone.
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ABSTRAKT

Dulezitost stanoveni alkyl a aryl halogenti (napt. pesticidy) spociva v jejich toxickych
vlastnostech. Navic ve vétsich koncentracich pak mohou zptisobovat nddorova onemocnéni ¢i
neplodnost. Proto je potiebné vyvijet jednoduché a presné nastroje k detekci takovych latek.
Cilem této prace bylo navrhnout biosenzor pro detekci alkyl a aryl halogenti. Navrzeny
biosenzor byl zaloZzen na stanoveni halogenli uvolnénych ze studovanych latek pomoci
riznych enzymi. Uvolnéné halogenidy byly stanoveny na uhlikové elektrodé jak
v staciondrnim, tak v pritokovém systému. Timto postupem jsme dosahli detekéniho limitu
pro chloridy 10 M. Na zavér byl biosenzor aplikovéan pro detekci bromadiolonu.

Klic¢ova slova: alkyl a aryl halogenidy, bromadiolon, biosenzor.



UvVoD

V tad¢ praci je vénovana zna¢na pozornost ekologii a etologii u fady druhii organismt
[1-5]. Avsak velmi vyznamnou roli v téchto pozorovanich mohou hrat toxické latky, které
jsou do zivotniho prostiedi uvoliiovany z primyslové vyroby [6,7]. Nezanedbatelnym
vstupem vSak jsou i1 slouceny vyuzivané v zemédélstvi jako pesticidy [8]. Vyznamnou
skupinu pesticidnich latek zastupuji rodenticidy [9-11]. Rodenticidy nové generace vétSinou
pusobi jako antikoagulanty. Smrt zvifete je tak vyvolana vykrvacenim do télnich dutin, coz
vetSinou nepusobi zadnou bolest a simuluje pfirozenou smrt. Jednou z takovych latek je
bromadiolon (3-(3-(4'-brom-1,1'-bifenyl-4-yl)-3-hydroxy-1-fenylpropyl)-4-hydroxy-kumarin)
je bézné¢ uzivany rodenticid komeréné dostupny jako Hubex, Lanirat, Tarin, Ratibrom,
Ramus, Prorat, atd.[12]. Diky velmi nizké LDsy pro hlodavce (kolem 1.1 mg/kg v pripadé
potkana), mize byt smrtelna davka téchto pripravkl pozita jiz pti jednorazové konzumaci. Je
absorbovan pomoci travici a dychaci soustavy, pfipadné i1 pfes kzi. Hlavnim organem
podilejicim se na jeho metabolizaci a skladovani jsou jatra. Z organismu je vyluovan
pievazné stolici. Je zndmo, ze plisobi jako antagonista vitaminu K; (fytomenadion), ¢imz
ovlivituje kaskadu vedouci ke srazeni krve [13]. Z tohoto diivodu piisobi jako antikoagulant
jiz ve velmi nizkych koncentracich, jeho ucinky jsou kumulativni a mohou vyvolat
chronickou otravu [14]. V disledku jeho poziti byla zaznamenana umrti jak domdcich [15],
tak volné zijicich Zivocicht, a to nejen piimych, ale i naslednych konzumentl, napt. kanat,
lisek, nork®, ale i kancti nebo jelent [9,16-18]. Kromé toho je bromadiolon nalézén
v subletalnim mnozstvich v jatrech zvirat, kterd se bézné¢ témito hlodavci zivi, napt. kuny,
fretky, lisky, atd. [19-21].

Sledovani rezidui pesticidl v zivotnim prostiedi, ale i potravinach je vénovana velmi
znacna pozornost [22-24]. Tak i pro stanoveni bromadiolonu je pouzivana fada analytickych
technik, naptiklad plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS), chromatografie na
tenké vrstvé (TLC) [25] nebo imunochemické metody. Vysoce ucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) je nejcastéji pouzivanou metodou pro stanoveni bromadiolonu [26-
28]. V literatuie bylo popsano pouziti HPLC ve spojeni s fluorescencnim detektorem [26]
nebo hmotnostnim spektrometrem [29].

V nasi praci jsme se piedev§im zamértili na navrzZeni biosenzoru pro stanoveni alkyl a
aryl halogenidii. Navrzeny senzor jsme ndsledné pouzili pro detekci bromadiolonu, kde jsme
jako  srovnavaci techniku pouzili vysoce uU¢innou kapalinou chromatografii
s elektrochemickou detekeci.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie
Bromadiolon a vSechny dalsi pouzité¢ chemikalie ACS Cdistoty byly zakoupeny od

Sigma Aldrich. Pracovni roztoky standardu bromadiolonu byly denné pfipravovany ze
zasobniho roztoku o koncentraci 1 mg/ml fedénim methanolem. VSechny roztoky byly



filtrovany pfes 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 pocitace a programu (MultiLab Pilot; Weilheim, Némecko). pH-elektroda
(SenTix H) pro kalibraci byl pouzit set WTW pufri (Weilheim, Némecko).

Biologicky experiment

Studovali jsme pfijem a distribuci bromadiolonu o hrabost (Microtus arvalis) podle
nasledujiciho experimentalniho schématu. Hrabosi byly krmeni po dobu tii anebo Ctyt dni a)
jednou granuli Lanirat G; b) mrazenou ZiZalou intoxikovanou Laniratem G; c) zivou ZiZalou
intoxikovanou Laniratem G. Kontrolni hrabo$i byli krmeni bud b&Znym krmivem pro
hlodavce nebo Zizalami bez obsahu bromadiolonu. Po ukonceni experimentu byly hrabosi
usmrceni a provedena bézna patologicko-anatomicka pitva. Z kazdého hrabose byly ziskany
vzorky jater, které byly zamraZeny.

Piiprava biologickych vzorkii pro analyzu bromadiolonu

Vzorky tkdn¢ o hmotnosti cca 0,5 g v 0,5 ml methanolu byly homogenizovany pomoci
homogenizéru (Ultraturax) po dobu 15 min. Po té byly 10 min, sonikovany ultrazvukem (40
W) pfi teploté 0 °C a dalSich 15 min tfepany na vortexu (Genie, USA). Vysledny homogenat
byl centrifugovan po dobu 20 min pfi 14 000 g pii 4 °C. Nasledn¢ byl odebran supernatant,
ktery byl do dalsi analyzy uchovavan pfi teploté¢ -20 °C. Pfed analyzou byly vzorky 2 X
natfedény methanolem.

Elektrochemické stanoveni ve staciondrnim systému — navrzeni biosenzoru

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 uhlikova tycka a
referen¢ni elektrodou byla Ag/AgCl 3 M KCI. VSechny experimenty probihaly za pokojové
teploty. DPV parametry pro analyzu chloridi: pocatecni potencial -0,8 V, konecny potencial
0,6 V, amplituda 25 mV, rychlost polarizace 50 mV.s'.

Elektrochemické stanoveni v priitokovém systéemu

Analyza pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci
(HPLC-ED) byla provedena na pftistroji CoulochemllIl (ESA, Inc.). V elektrochemické cele o
objemu 50 pl byly umisténa referencéni hydrogenpaladiova elektroda, pomocné uhlikova
elektroda a pracovni elektroda ze skelného uhliku. Separace v redlnych vzorcich byla
uskute¢néna na kolon¢ Polaris C18-A, 150 x 4,6 mm, primér ¢astic 3 um (Varian, Inc.) s
pouzitim ptredkolony. Davkovaci smyckou byl aplikovan vzorek o objemu 5 pl. Isokraticka
mobilni faze se skladala z 0,2 M acetatového pufru (pH 4,0)/acetonitrilu (40:60, v/v). Jako
detekéni potencidl bylo pouzito 836 mV.



VYSLEDKY A DISKUZE

Studiu rezidui v zivotnim prostiedi je vénovana pomérné¢ znacna pozornost a mezi
vyznamnou skupinu takovych latek nélezi pesticidni slouceniny [30]. Pro bé€znou analyzu
téchto sloucCenin je vyuzivdno chromatografickych technik vétSinou sUV, méné
s fluorimetrickou a hmotnostni detekci [31-33]. AvSak elektrochemickych technik pro
studium téchto latek nebylo doposud vyuzivano. V naSi praci jsme navrhli enzymovy
biosenzor pro detekci halogenovanych latek. Nami navrzeny biosenzor se skladal z uhlikové
elektrody, kterou se detekuje uvolnény halogen pomoci enzymu bakterie Pseudomonas
paucimobilis, ktery je schopen uvolnit z detekované latky halogen. Kalibracni piimka je
zobrazena na Obr. 1. V useku koncentraci chloridii od 1 do 150 uM jsme ziskali striktné
linearni kalibracni zavislost (y = 0.0049x + 0.0149; R* = 0.9984). Timto postupem jsme
dosahli detekéniho limitu pro chloridy 10° M.

Obr. 1 Zavislost vysky elektrochemického signalu na koncentraci chloridd.
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V nasledném biologickém experimentu byl studovan efekt bromadiolonu na hrabose
(Microtus arvalis). Byly navrZeny tii skupiny hrabosi. Prvni skupina byla krmena béznou
stravou, druha skupina byla krmena ptipravkem obsahujicim bromadiolon a tfeti skupina byla
krmena zizalami obsahujici bromadiolon. Na poc¢atku experimentu byla primérna hmotnost
hrabosii 16.6 g u kontrol a 13.7 g u skupiny vystavené laniratu. Po pétidennim experimentu
byla hmotnost zvifat 17.3 u kontrol a 15.2 g u skupiny vystavené laniratu. Po zvazeni byla
usmrcena a provedena patologicko-anatomicka pitva. Z kazdého zvifete byla odebrana jatra
jejichz hmotnost byla u kontrol 0.95 g a u skupiny vystavené laniratu 0.94 g. Ve vzorcich
jaterni tkané byl dale analyzovan obsah bromadiolonu pomoci ndmi navrzeného biosenzoru a
oveéien pomoci techniky HPLC-ED. Hladina bromadiolonu u hrabost vystavenych laniratu
byla 2.34 + 0.14 pg/g. V ptipad¢ hrabosu, kteti byli krmeni zizalami kontaminovanymi
bromadiolonem byla primérna hladina 1.70 £ 0.39 pg/g. Obsah bromadiolonu se ve vsech
vzorcich jater pohybuje nad hranici 0.2 mg/kg, coz je povazovano za hranici otravy
bromadiolonem [20,34]. V ptipadé pfijeti bromadiolonu prostiednictvim zizal je pomér mezi



zjisténymi hodnotami a mnozstvim maximalné ptijatého bromadiolonu 0.51, v pfipad¢ granuli
lanirat je tento pomér 0,14. Rozdilné hodnoty téchto poméri mohou naznacovat, ze
bromadiolon je 1épe vstiebavan naslednym konzumentem (v organické hmot¢), nez je tomu
v podobé granuli. Z téchto pfiin je mozné ocekavat nalezy bromadiolonu v tkdnich fady
predatordi, avSak zjiSténa koncentrace nemusi byt vzdy toxickd. Na tento fakt ukazuji
vysledky provedené ve Velké Britanii kdy byly v jatrech padesati analyzovanych fretek
(Mustela putorius) nalezeny stopové koncentrace téchto latek, ale pficiny jejich smrti byly
jiné nez otrava antikoagulantem. Navic koncentrace bromadiolonu se ménila v zavislosti na
roénim obdobi tak, Ze fretky nalezené v prvni poloviné roku mély vyssi koncentrace
rodenticidll v jatrech, nez fretky nalezené v druhé poloviné roku [20].

ZAVER

Halogenované organické latky jsou v dnesSni dobé velmi intenzivné studovany nejen
z divodu jejich Sirokého pole moznosti pouziti, ale piredev§im z divodu jejich schopnosti
akumulovat se v prostfedi. Proto jsme navrhli novy postup pro sledovani halogenovanych
uhlovodikii za pomoci elektrochemie v kombinaci s bakteridlnim enzymem, ktery jsme
aplikovali pro detekci bromadiolonu.
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