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SUMMARY 

Thin-layer clzro112atogra;h172ic_enzy?laatic detcctio~z of some $esticides by idaibition 

amylases 

(I) Thin-layer chromatographic-enzymatic inhibition technique is used 
study the effect of some pesticides on amylases. 

of 

t0 

(2) It is shown that under these conditions the non-irradiated and UV-treated 
chlorinated hydrocarbons do inhibit the activity of a- and /I-amylase, and in most 
cases @amylase is more strongly inhibited than a-amylase. After UV treatment the 
majority of the substances show stronger inhibitory activity ; some insecticides, 
however, became weaker inhibitors. 

(3) Of the carbamate insecticides studied, only carbaryl shows a slight activity 
against P-amylase; a-smylase, however, is not inhibited at all. 

(4) Of the thiolcarbamates, only diallate and triallate are weak inhibitors of 
/3-amylase, while all N-phenylcarbamates show relatively strong inhibitory activity. 
a-Amylase is not inhibited by any of the herbicidal carbamates studied. 

EINLEITUNG 

Das Angebot an chemischen Verbindungen aller Art wacbst taglich, und der 
Mensch muss freiwillig oder. unfreiwillig einen Teil davon in Form von Medikamenten, 
Konservierungs- und Pflanzenschutzmitteln oder als Verunreinigungen von Wasser 
und Luft aufnehmen. Durch Gesetze wird zwar versucht, Schaden zu vermeiden, 
aber dieses Unterfangen muss solange liickenhaft bleiben, als kaum Daten tiber 
miigliche Sch5,digungen vorliegen ; denn die toxikologischen Untersuchungen in der 
bisher tiblichen Form k6nnen kaum alle Nebenwirkungen aufdecken. Vor allem werden 
kaum Untersuchungen tiber die Wirkung der verschiedenen Substanzen auf Enzyme 
und mogliche mutagene Aktivitaten durchgeftihrt. Ebenso, wenn nicht starker als 
der Mensch, sind die iibrigen Organismen den schadigenden Einfltissen von Chemika- 
lien mehr oder weniger hilflos ausgeliefert. Der Mensch muss daher einerseits Kennt- 
nisse iiber mijgliche negative Einfliisse sammeln und andererseits energisch urn 
Abhilfe bemtiht sein. Recht wenig wurde bis heute iiber die Wirkung von Pestiziden 
auf Enzyme bekannt, was daran liegen dtirfte, dass enzymatische Untersuchungen 
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infolge der Schwerloslichkeit dieser Verbindungen recht schwierig sind. Eine Ab- 
hilfe auf diesem Gebiet schafft die Anwendung des enzymatischen Hemmtestes auf 
Dtinnschichtplatten, ein Verfahren, das schnell und einfach anzuwenden ist. 

.Bei den insektiziden Phosphorsaureestern und Carbamaten’ gab man sic11 
bisher. weitgehend mit der Feststellung zufrieden, dass sie gute Hemmer der Acetyl- 
cholinesterase darstellenl, und fur die Chlorkohlenwasserstoff-Insektizide war nicht 
vie1 mehr bekannt, als dass sie auf das Nervensystem wirken’. Erst in jtingerer Zeit 
zeigten MATSUMXJRA et al. 2, class DDT die ATPase der Nervenendigungen im Geliirn 
hemmt, und auf diinnschichtchromatographischer (DC) Basis wurde eine Hemmung 
der Rinderleber-Esterasea, des Trypsins4 und der Phosphataser9 durch Chlorkohlen- 
wasserstoffe und ihre UV-Bestrahlungsprodukte nachgewiesen. Ebenso konnte in- 
zwischen ftir die herbiziden Carbamate, fur die bisher nur ein Eingreifen in die Photo- 
synthese ,und in den Mitoseablauf b.ekannt ist, eine Hemmung der Rinderleber- 
Esteraseo und der Phosphatase’, die such von den insektiziden Carbamaten gehemmt 
wird:, festgestellt werden.. 

In vorliegender Arbeit wird die Eignung der Amylasen fiir einen selektiven 
DC Nachweis einiger Pestizide untersucht, wobei gleichzeitig Aufschluss tiber das 
Ausmass der Hemrnbarkeit dieser Enzyme durch Pestizide erhalten wird. Diese En- 
zyme kommen in fast allen Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen vor und sind 
dort fur den’Abbau der Polysaccharide St&rke und Glycogen von grBsster Bedeutung. 
Bei tierischen Amylasen handelt es sic11 meistens urn c+Amylasen, die I,+Bindungen 
im Inneren ,des Polysaccharids spalten. Als typisch pflanzliche Enzyme gelten hin- 
gegen’ -lie @-Amylasen, die das Polysaccharid vom nichtreduzierenden Ende unter 
Bildung von @-Maltose und - bei verzweigten Glucanen - Grenzdextrinen angreifen. 
a-Amylasen kommen. jedoch such in zahlreichen Pflanzen vor, besonders aber in 
keimenden. Cerealien, .Pilzen und Bakterien. 

.: _I .(, 

MATERIAL UND METHODEN 

Die in Aceton geldsten Wirkstoffe wurden auf handgegossene Kieselgel G- 
Platter+ aufgetragen. Die Chlorkohlenwasserstoff-Insektizide wurden in Cyclohexan, 
die Carbamate aber in Benzol-Aceton (95 : 5) chromatographiert. Nach dem Ent- 
wickeln wurden die Platten entweder sofort oder nach einstundiger Bestrahlungmit 
UV-Licht der ,Wellenhi.ngen 254/366 nm einer “Fluotest” Universal-Lampe (Hanau) 
bei einem:Abstand Strahler-Platte von etwa 20 cm mit Enzym besprttht und 30 min 
bei 25" inkubiert, bevor mit einer Lijsung von lijslicher St&rke als Substrat nach- 
gespruht und eine weitere Stunde inkubiert wird. Als Enzymquelle dient cc-Amylase 
aus Bacteriwn subtilis (EC 3.2.1.1 - Merck, 170 U/mg) oder @-Amylase aus Gerste 
(EC 3.2.1.2 - Merck, 28 U/mg). Eine eingehende Beschreibung der Durchftihrung des 
enzymatischen Hemmtests wird an anderer Stelle* gegeben. Die Platten werden nach 
der Inkubation mit einer 0,02 %igen Jodl8sung besptiht, wobei die Hemmflecke 
als blaue Flecke auf weissem Grund erscheinen. 

ERGEBNISSE UND DISIWSSION 

Unter den hier angewandten Bedingungen werden beide Amylasen von allen 
untersuchten Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden gehemmt (Tabelle I). Eine Inten- 
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HEMMUNG DER Ct- UND &AMYLASE DURCH CI-ILORKOHLENWASSERSTOPF-INSEKTIZIDE 

SCHI’EDLICHER VORBl3HANDLUNG 

NACH UNTER- 

Nachweisgrcnze in j&g; Laufmittel. Cyclohex n. 

a-Amylase 

Ohm UV- 
Bestmidung 

lldil uv- 
Bestraklung 

/3-Amylase 

OJwc UV- 
BestraAZung 

DDT 
DDD 
DDE 
Dicofol (Kelthan) 
Methoxychlor 
Perthan 
Linclsn 
Isoclrin 
Endrin 
Alclrin 
Dicldrin 
Hoptachlor 
Hcptachloropoxid 
Chlorclan 
Isobenzan 
Enclosulfnn 
Toxaphen 

50 20 

TO “;: 
IO 

0 
40 ‘YS i0 

2 

E 
S z 

S 20 20 

30 6 S S 
so so 
70 2: ;: 
60 g: 40 30 
70 

;: 
40 30 

50 so 40 
40 40 IO IO 

40 so 40 40 
IO 20 

90 90 50” :: 
30 60 30 
30 60 40 ;: 

sivierung der Hemmung durch die UV-Bestrahlungsprodukte ist im Falle der Amyla- 
sen nicht so ausgepragt wie bei der Rinderleber-Esterase” und beim Trypsind, ja 
zum Teil ist sogar eine Verminderung der Hemmintensitat * zu beobachten. Die 
Tendenz, dass P-Amylase von Inhibitoren starker beeinflusst wird als a-Amylases, ist 
such bei den bier vorliegenden Ergebnissen festzustellen, doch machen einige Ver-’ 
bindungen eine deutliche Ausnahme. 

Die ebenfalls auf Amylasehemmung untersuchten insektiziden Carbamate 
Promecarb, Methiocarb, Zectran, Carbaryl, Pyramat, Dimetan, Isolan, Dimetilan 
und Pyrolan zeigten bei Auftragmengen von zoo pg keinen Einfluss auf die Aktivitgt 
der a-Amylase. Auch @Amylase wird bei dieset Auftragmenge von keinem der unter- 
suchten Wirkstoffe mit Ausnihme von Carbaryl gehemmt. Carbaryl zeigt allerdings 
nur eine sehr schwache Hemmwirkung. 

Interessant ist die Wirkung der untersuchten herbiziden Carbamate auf die 
Aktivitat der Amylasen (Tabelle II). Wghrend P-Amylase von allen N-Phenyl- 
carbamaten mit Ausnahme des Biscarbamats Phenmedipham sowie von den Thiol- 
carbamaten Diallat und Triallat gehemmt wird, zeigt keiner der Wirkstoffe in dem 
untersuchten Konzentrationsbereich eine Hemmwirkung gegentiber c+Amylase. 
Diese Ergebnisse deuten, ebenso wie die in vorliegenden Untersuchungen beobachtete 
Tendenz, dass die &Amylase durch Inhibitoren starker beeinflusst wird, auf grund- 
Iegende Unterschiede in den Enzymen hin. Besonders hervorzuheben ist, dass die 
unbehandelten Substanzen deutlich die Enzymaktivitgt hemmen, wtihrend die UV- 
bestrahlten Wirkstoffe mit Ausnahme von Propham und den beiden Thiolcarbamaten 
erhcblich von ihrer Inhibitoreigenschaft einbtissten. Es fallt dabei besonders auf, 
dass bei den UV-behandelten Platten keine scharf umgrenzten Flecke mehr auf- 
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TABELLE II 

WLRKUNG HERBIZIDER CARBAMATE NACEI VNTERSCI4IEDLICNER VORBENANDLUNG AUF DIE AMYLASB- 

‘AKTLVI 7xT 

Untcrc Hommgrcnzc clos Wirkstoffs in log;; Laufmittelsystem, Benzol-AC&on (95 : 5) ; H = I-Iof- 
bilclung. 

Wirizstofl c+Amylase 

Ohne UV- 
Bestvahhtng 

iwit uv- 
Bestraldacng 

p-AmyEase 

Ohne UV- 
Bestraidwzg 

Mii? uv- 
Restmlth4ng 

CEPC 
Prophsm 
Chlorpropham 
CPPC 
Chlorbufam 
Barban 
Phonmedipham 
Eptam 
Vornolate 
Pebulate 
Diallat 
Triallat 

- - IO 
- - IO 
- - IO 
- - IO 
- .- IO 
- - IO 
- - - 

- - - 

- - - - 
- - 50 1-I IOO H 
- - 100 100 1-I 

so H 

i:: H 
so H. 
so H 

100 H. 

- 

traten, sondern alle Substanzen mit Ausnahme des Propham zur Hofbildung neigen, 
d.h: urn den Hemmfleck tritt eine diffuse Hemmzone auf, und* teilweise ist sogar der 
Zentrilfleck ‘velivaschen. Diese, Erscheinung ‘kiinnte auf die Bildung wasserlijslicher 
33estrahlungsprodukte zurtickzuftihren sein, die in die Umgebung des Hemmfleckes 
hirieindiffundieren, und auf diese Weise die Hofbildung auslijsen. 

’ ,Amylasen kommt beim Kohlenhydratabbau eine erhebliche,Rolle zu. Dement- 
spr&hend* findet man sie einerseits such -im Speichel- sowie im Pankreassekret, 
andererseits in keimenden Pflanzensamen, vor allem beim Getreide. In ungekeimten 
WeizetikBrnern liegt @-Amylase in einer durch Bindung an Glutenin inaktiven Form 
ivor, aus der sie beim Keimungsprozess als aktives Enzym. freigesetzt wirdo. Wtihrend 
der Keimung tritt in den ersten Tagen nur P-Amylase .auf, die .direkt im Endosperrn 
vorliegtund d&n St%rkeabbau aus dem Imieren heraus vornimmt, w5hrend a-Amylase 
erst nadh fUnf Tagen auftritt *find vom Scutellum ‘her in das Endosperm abgegeben 
wird, dann aber auf dem Hijhepunkt nach zehn Tagen neun Zehntel der amylo- 
.lytischen Aktivitgt ausmgcht lo. Das Auftreten von a-Amylase beruht auf einer me no210 
Synthese, die vijllig von Gibberellin&ure abhgngt’l. 

‘Dt&h den Abbau der Reservekohlenhydrat6, zun5chst ,durch @Amylase und 
sp$i.ter, durch b&de Amylasen, wird dem Embryo, die niitige Energie ftir sein Wachs- 
tlim bereitgestellt. Unter diesem Gesichtspunkt kommt den hier mitgeteilten Ergeb- 
nissen: eine’ erhebliche Bedeutung zu, da Riickstande der die Amylase hemmendeti 
-Pestizide die :w&hrend der Keimung ablaufenden aniylolytischen Vorggnge negativ 
beeinflussen k6nnten:.Ebenso darf nicht ausser acht gelassen werden, dass au& 
die Tiere zum Aufschluss ihrer Nahrung auf Amylasen angewiesen sind und letztlich 
sogar Industriezweige, von der Wirkung der Amylasen abhgngig, sind. Aufgrund der 
hier vorliegenden Ergebnisse sollte man jedoch nicht verallgemeinern, dass grund- 
s5itzlich alle Amylasen durch die untersuchten Pestizide gehemmt werden mfissen, 
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sondern man miisste von Fall zu Fall die jcweilige Wirkung auf das in Frage kommen- 
de Enzym untersuchen. 

Mein besonderer Dank gilt Fr%ulein 1. BLEICI-I und Frau R. RAUB~ fur die 
sorgfgltige Mitarbeit bei der Durchftihrung der Versuche 
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.4uf dtinnschichtchromatographischer Basis wurde die Wirkung einer Reihe 
von Pestiziden auf Amylasen untersucht. Es wird gezeigt, dass unter den hier ange- 
wandten Bedingungen die Chlorkohlenwasserstoff-Insektizide mit und ohne UV- 
Behandlung die a- und /3-Amylase hemmen, wobei die Hemmung der p-Amylase in 
den meisten Fallen intensiver ausfgllt. UV-Bestrahlung ftihrt tiberwiegend zu einer 
Verstarkung, bei einigen Wirkstoffen hingegen zu einer Verminderung der Hemm- 
wirkung. 

Von den untersuchten insektiziden Carbamaten hemmt lediglich Carbaryl 
die P-Amylase leicht, wahrend die a-Amylase von keinem der Wirkstoffe gehemmt 
wird. 

Wahrend von den Thiolcarbamaten nur Diallat und Triallat die p-Amylase 
schwa& hemmen, wird das Enzym von den N-Phenylcarbamaten recht krtiftig 
gehemmt, doch nimmt die Hemmintensitat nach UV-Bestrahlung stark ab. Eine 
Hemmung der a-Amylase durch die herbiziden Carbamate war nicht festzustellen. 
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