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Application of Indoxyl Acetate as Substrate for Enzymatic Detection 

of Organophosphorus Insecticides on Thin-Layer Chromatograms 

Summary. Three years ago IV[endoza et al. published a method for thin-layer enzymatic 
detection of organophosphorus pesticides, with application of indoxyl- and substituted indoxyl 
acetates as substrates. The present study indicates the significance of this method for 
forensic purposes, due to its high sensitivity, stability and intensity of color products of 
reaction. 

Zusammen/assung. ~endoza u. Mitarb. publizierten vor 3 Jahren eine Methode ffir 
enzymatisch-dfinnschichtchromatographischen Nachweis yon phosphors/~ureesterhaltigen 
Insecticiden mit Anwendung yon Indoxylacetat und seinen Derivaten als Substrate. In dieser 
Arbeit wurde es ausgewiesen, daI3 die Methode fiir forensische Zwecke gut geeignet ist, dank 
ihrer hohen Nachweisempfindlichkeit, der Farbstabilit~t und Intensitat der zu messenden 
Reaktionsprodukte. 

Key-Words: Sch/~dlingsbekKmpfungsmittel, Nachweis mittels Dfnnschichtchromato- 
graphie - -  Vergiftung, Phosphorsaureester. 

Phosphororganisehe Verbindungen sind starke Inhibitoren der Esterasen, ins- 
besondere der Cholinesterasen und Carboxylesterase. Diese Eigensehaft wurde bci 
dcr chromatographischen Identifizierung von Sch/idlingsbek/~mpfungsmitteln 
ausgenutzt. Das Wesen der Methode besteht - -  im allgemeinen - -  in der Besprii- 
hung des entwickelten Papier- oder Diinnschiehtchromatogramms mit einer 
Enzymquelle (Cholin- bzw. Carboxylesterase) und darauf mit einem chromogenen 
Substrat. In den Stellen, wo sich die Pestizidflecke befinden, gibt es keine Sub- 
strathydrolyse mit Farbumsehlag. Soleh ein Chromatogramm weist fiblieh weiBe 
Flecke auf farbigem Untergrund auf. Als Enzymquelle wurde Pferdeserum oder 
auch Tierleberhomogenat verwendet. Das Substrat bildete Aeetylcholinchlorid 
mit Bromthymolblau oder Naphtylacetat [1, 2, 4, 6, 7, l l ] .  

Mendoza u. Mitarb. [8--10] gaben 1968 eine Methode ffir enzymatischen 
Nachweis der Pesticide auf einem Chromatogramm an, die die bisherigen Methoden 
in der Nachweisempfindliehkeit der Ergebnisse iibertrifft. Die Enzymquelle 
bildet dabei ein lginderleberhomogenat, das Substrat dagegen das Indoxylaeetat 
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oder  seine Der iva te .  Die Methode  wurde  im Grundsa tz  ffir Bes t immungen  von 
Pes t ic idres ten  in P f l a n z e n e x t r a k t e n  bearbe i te t .  Vorl iegende Unte r suchungen  
so]lten eine B r a u e h b a r k e i t  in der  forensischen Toxikologie  naehprfifen.  

Material und Methodik 

1. Bereitung der Enzymquelle 
Es wurde die Leber eines gerade geschlechteten 2j~hrigen Rindes genommen und nach Ab- 

trennung yon Bindegewebe und Gefi£Ben im gekfihlten Mixer (MSE, 14 000 Umdrehungen/min) 
zerkleinert. Eine 20 g-Probe wurde mit 100 ml Wasser angeriihrt und welter homogcnisiert. 
Das Homogenat wurde dann in einer Kiihlzentrifuge bei 20000 g zentrifugiert. Klares, braun- 
rotes Homogenat kann innerhalb yon 10 Monaten bei Temperatur - -20  ° C ohne bemerkbaren 
Verlust aufbewahrt werden. 

In den Vergleichsuntersuchungen wurde auch eine LSsung von gereinigter Pferdccholin- 
esterase (Koch-Light, Colnbrook, England) und eine LSsung yon gereinigter Ali-Esterase aus 
Pferdeleber angewandt [5]. 

2. Bereitung von gepu//ertem Substrat 
15 mg Indoxylaeetat oder 5-Bromindoxyl-Acetat (Koch-Light, Colnbrook, England) 

werden extempore in 5 ml J~thanol (100%) gelSst (Tell A). 
4 ml Tris-Pfiffer 0,05 M werden mit 5 ml NaC1 2M, 0,2 ml CaCl 2 1 M und 3,8 ml H~O 

vermischt (Teil B). Die besten Ergebnisse wurden bei Anwendung vom Puffer mit pH ~ 9,0 
erlangt. Demgegenfiber empfehlen die Verff. eine PufferlSsung mit pH : 8,32. 

Es werden je 1 ml yon 0,05 M Kaliumhexacyanoferrat ( II)und Hexacyanoferrat (III) 
vcrmischt (Tell C). 

S~mtliche 3 Teile werden direkt vor Anwendung zusammcngebracht und gemischt. 

3. Entwicklung des Chromatogramms 
Glasplatten mit 0,5mm dicker Kiescl-G-Schicht (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

wurden angewandt. Das zu untersuchende Pesticid - -  je 10 ~l LSsung - -  wurde mittels 
Hamilton-Spritze (Hamilton Inc., Whittier, Calif., USA) aufgcbracht. Das Chromatogramm 
wurde in Hexan mit Accton (4: ]) entwickelt. Nach dcr Entwicklung und Trocknung wurde 
das Chromatogramm der Einwirkung yon Bromd~mpfen ausgesetzt und nach etwa 30 rain 
mit Leberhomogenat besprfiht. Nach erneuter Trocknung wurde die Platte mit SubstratlSsung 
bespriiht. In einigen Minuten wurde der Untergrund blau und die Pesticidflecke blieben weilL 

Untersuehungsergebnisse  

Es  wurden  bei  den Un te r suchungen  handelsf ibl iche PrKpara te  der  phosphor-  
organischen Verb indungen  angewandt .  Tabel le  1 s tel l t  die Nachweisgrenzen der  
ak t iven  Bes tand te i l e  der  einzelnen Pri~parate dar .  

I n  der  Abb.  1 wurde  ein S a m m e l c h r o m a t o g r a m m  yon  10 un te r such ten  Pestici-  
den dargeste l l t .  Die nachs tehende  Abb.  2 und  3 stel len die Abs tu fung  der  F lecken-  
grSl~en be im Pri~parat  Nogos EC (DDVP) und  W o f a t o x  als F u n k t i o n  der  Menge 
der  ak t i ven  Subs tanz  dar.  

Wie  aus den  Un te r suchungen  hervorgeht ,  is t  die Nachweisempf ind l ichke i t  bei  
den Hande l sp rKpara t en  ein wenig niedr iger  als es Mendoza u. Mitarb.  [8] angeben.  
Die Nachweisgrenzen liegen jedoch bedeu tend  niedr iger  als bei  der  Anwendung  
yon  f l -Naph ty l -Ace t a t  [4, 8] als Subs t ra t .  

Die Methode  nach  Mendoza wurde  bis lang in 5 F£11en von  tSdl icher  Vergi f tung 
mi t  phosphororgan ischen  Insec t ic iden  und  in e inem Fa l l  der  Un te r suchung  yon  
verg i f t e tem W~sser  angewandt .  Das biologisehe Mater ia l  (Leber,  Mageninhal t )  
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Abb. 1. Chromatogramm von 10 Insecticiden: 1 Wofatox 50 ng, 2 Nogos 20 ng, 3 Metasystox I 
500 ng, ~ Netasystox 1% 500 ng, 5 Disyston 200 ng, 6 Ekat in  750 rig, 7 Tinox 500 ng, 8 Foschlor 

5 y, 9 Folithion 500 rig, 10 Lebayeid 1 y 
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Abb. 2. Die beim Aufbringen yon Pr/~par~t Nogos (DDVP) in den Mengen yon 5--200 ng 
erhaltenen Flecke 
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Abb. 3. Die beim Aufbringen yon Pr~,parat Wofatox in den Mengen yon 1--1000 ng erha,ltenen 
Fleeke 
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Tabelle 1. z¥achweisgrenzen der a]~tiven Substanzen der untersuehten Insecticide 

Trivial-Name Synonym Nachweis- 
grenze 
(ng) 

Wolatox methyl-parathion 10 
Nogos G50 EC DDVP 10 
Disyston disulfoton 100 
Sadofos malathion 100 
Tinox methyl-demeton-methyl 100 
Metasystox I demeton-o-methyl 200 
Metasystox R demeton-o-methylsulfoxyd 200 
Folithion 200 
Lebaycid fenthion 500 
Ekatin thiometon 500 
Bi-58 dimethoate 500 
Fosehlor dipterex 5 000 

wurde mit  Ather ausgezogen, der Ex t rak t  abgedampft  und naeh L6sen des trok- 
kenen Rfiekstandes in Aeeton wurde die auf Pesticide geriehtete Untersuehung 
durehgeffihrt. Die Tabelle 2 stellt die Untersuehungsergebnisse vor. 

Wie aus der Tabelle ersiehtlieh ist, gelang es in einem Fall yon Vergiftung mit  
phosphororganiseher Verbindung nieht das Gift naehzuweisen, weil der Ver- 
giftete ziemlieh lang lebte und die ~rztliehe Behandlung dabei sehr energiseh war. 
Die Konzentrat ion der phosphororganisehen Verbindung in den inneren Organen 
lag wahrseheinlieh unter der Naehweisgrenze. Man stellte die Diagnose naeh den 
klinisehen Symptomen,  naeh den Vergiftungsumst~nden und niedriger Aktivit/it 
der Cholinesterase. In  s~mtliehen anderen Fallen lieB die Methode yon Mendoza 
die Identifizierung der Insecticide zu. 

Auf Grund der Untersuehungen fiber Anwendung der besehriebenen Methode 
k6nnen folgende Sehlfisse gezogen werden: 

1. Die enzymatisehe Methode ist den gleiehzeitig angewandten ehromato- 
graphiseh-ehemisehen Methoden hinsiehtlieh der Naehweisempfindliehkeit weir 
fiberlegen. 

2. Die entwiekelten Chromatogramme sind wenigstens innerhalb von 1 Jahr  
best/~ndig. 

3. Die aus Leiehen yon solehen Personen erhaltenen Auszfige, die nieht mit  
Inseetieiden vergiftet wurden, sondern infolge anderer Ursaehen starben, geben 
keine Fleeke-,,Artefakte", die die Anwesenheit tines Inseetieiden vorzut/~usehen 
vermSehten. 

4. ])as Ersetzen des Rinderleberhomogenats mi~ den gereinigten Pr/iparaten 
der Pferdeeholin- bzw. Pferdeearboxylesterase weist keinen EinfluB auf die 
Qualit/~tserh6hung der Ergebnisse aus. 

5. Die Leberhomogenate, die bei 20000 g zentrifugiert wurden, geben einen 
gleiehm/iBigen gef/irbten Untergrund als die bei 2000 g zentrifugierten Homo- 
genate. 

6. Das 5-Bromindoxylaeetat  vermag keine besseren Resultate als das Indoxyl- 
aeetat  zu ergeben und fiberdies 5mal teurer. 
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Tabelle 2. Au/stellung der Expertisen, in denen die Methode der enzymatischen Di~nnschicht- 
chromatographie verwendet wurde 

Nr. Fall Ergebnis E.D.C. Andere Methoden 

1 Mann, 46 J. alt, irrigerweise ,0 ,0 
unbekanntes Insecticid eingenommen. 
Tod nach vergeblicher 2 Tage 
langer Behandlung mit Antidoten 

Chemische Diinn- 
schichtchromatogral0hie 
(Ch. D.-Chrom.) 
erfolglos. 
AChE-Aktivitgt 
(nach [3]) starkgesenkt 

2 Mann, 32 J. alt, unbekanntes Insec- Ekatin 
ticidpri~parat selbstm6rderisch 
getrunken 

+ + +  Ch.D.-C. +,  
SpektrMphotometr., 
IR ,O; 
AChE-Aktivitat 0 

3 Untersuchung yon Wasserprobe aus Ekatin -~ q-q- 
einem Brunnen 

Ch.D.-C. + ,  
biologische Probe mit 
5 Tage alten Fliegen 
(B.P.) + + +  

4 Frau, 19 J. alt, Inseeticidpr/~parat Meta- q-q-q- 
selbstm6rderisch getrunken. Bei systox R 
der Leiche leere Verpackung aus 
Metasystox R gefunden 

Ch.D.-C. q-, 
B.P. q - + + ,  
AChE-Aktivit~t 0 

5 Mann, 58 J. alt, Insecticidpr~iparat Bi-58 + q--- 
selbstm6rderisch getrunken. Bei (Dime- 
der Leiche leere Verpackung vom thoate) 
Bi-58 gefunden 

Ch.D.-C. + ,  
B.P. + + + ,  
AChE-Aktivitat 
kaum spiirbar 

6 Frau, 33 J. alt, Selbstmord, Sadophos -~ q-q- 
unbekanntes Insecticidprgparat (Mala- 
eingenommen. Bei der Verstorbenen thion) 
ein Glas mit dem Rest der L6sung 
gefunden 

Ch. D.-C. des Pr//parats 
aus dem Glas + ;  
desgl, aus den 
Organen ,0. 
B.P. + + +  
AChE-Aktivit~t 0 

E. D. C. = enzymatische Diinnschichtchromatographie, Ch. D.-C. = chemische Diinnschicht- 
chromatographie, B.P. ~ biologische Probe mit 5 Tage alten Fliegen, AChE = Acetylcholin- 
esterase. 

7. Das Maximum der Farbintensit~tt  beim Un te rg rund  k o m m t  sowohl f/Jr 
Indoxy lace ta t  als auch ffir 5-Bromindoxylaceta t  in der PufferlSsung mi t  p i t  ---- 9,0 
und  bei der Schichtdicke des Gels yon  0,5 m m  vor. 
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