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ANALITICKE METODE U TOKSIKOLOGI]JI
ORGANOFOSFORNIH SPOJEVA*

K. WEBER

Zavod za sudsku medicinu i kriminalistiku Medicinskog fakulteta u Zagrebu
(Primljeno 27. XII 1961)

Navedene su najva’nije analititke metode za kvantitativno odredivanje
organofosfornih otrova. Fizikalno—kemijske metode rada (luminolska
reakcija, oksidacija indola) ilustrirane su rezultatima takvih odrediva-
nja. Dane su pribline vrijednosti letalnih doza raznih otrova u svrhu
medusobnog usporedivanja.

Organofosforni spojevi odredene kemijske konstitucije predstavljaju
zasebnu skupinu sintetskih organskih otrova, koji se u posljednjem
deceniju sve vide upotrebljavaju za uniftavanje biljnih i drugih Ste-
tolinja, dakle kao pesticidi. Broj sintetiziranih, kao i prakti¢ki upo-
trebljavanih organofosfornih otrova veoma je velik, a mo¥emo ih svr-
stati u dvije grupe. U prvu spadaju otrovi s razmjerno slabim djelova-
njem na sisavce, ali s izrazitim pesticidnim svojstvima. Otrovi ove
grupe se skoro iskljuéivo upotrebljavaju kao pesticidi, a po¥eljno.je da
djeluju $to slabije otrovno na sisavce i $to jate na biljne i druge Steto-
¢inje. Organofosforni otrovi se danas mnogo upotrebljavaju praktitki
u poljoprivredi i $umarstvu, razmjerno su lako pristupaéni, jer se pro-
davaju svakome bez ogranifenja. Pri radu s takvim pesticidima raz-
mjerno lako moZe doéi do profesionalnih otrovanja, buduéi da organo-
fosforni spojevi djeluju kao kontaktni otrovi, inhalacioni otrovi i pri
uzimanju per os. Poznati su jo¥ i slutajevi samoubistva i kriminalnog
ubistva primjenom organofosfornih otrova. U drugu grupu organo-
fosfornih otrova spadaju veoma toksi¢ni nervni otrovi, koji se danas
prakti¢ki ne upotrebljavaju. Otrovi ove grupe, koji su sada pristupa¢ni
samo malobrojnim struénjacima u svrhu istraZivanja, dolaze medutim
u obzir kao potencijalni bojni otrovi u eventualnom buduéem sukobu.
U miru nervni otrovi vjerojatno neée igrati sudsko-medicinsku ulogu,
ali za vrijeme rata postoji moguénost njihove upotrebe za sabotaZu i za
druga sudski kaZnjiva djela.

* Ovaj tlanak je jedan dio referata koji je odrfan na IV strulnom sastanku
UdruZenja za sudsku medicinu u Portorozu 25-28. aprila 1961.
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Kemijska konstitucija i drugi podaci o svojstvima i toksi¢nosti raznih
organofosfornih otrova navedeni su veé¢ u ranijim publikacijama ovog
tasopisa (1) i u odgovarajutoj drugoj literaturi (2). Kao pesticidi i insek-
ticidi dolaze u trgovinu razni vi§e-manje &isti ili tehni¢ki produkti, od
kojih su najpoznatiji paration (E 605, tiofos), paraokson (E 600, min-
takol), sistoks (E 1059) i dr. (8). Poznati nervni otrovi su »DFP«, tabun,
sarin i soman.

Buduéi da se organofosforni pesticidi i nervni otrovi Cesto smatraju
»najopasnijim« otrovima, pou¢no je medusobno usporedivati njihove
priblizne letalne doze s odgovarajuéim vrijednostima drugih otrova.
U tablici 1 navedene su letalne doze raznih otrova, koje su uzete kao
pribliZne srednje vrijednosti iz vide toksikoloSkih priru¢nika. MoZe se
kazati da pesticidi imaju razmjerno visoke letalne doze za sisavce,
nervni otrovi veoma niske, ali postoje jo§ i drugi otrovi s jo§ niZim
letalnim dozama.

Tablica 1
Letalne doze otrova
i
T |- oo
DDT 02-0,7 —
Paration 0,018 - 0,030 2,1
Bladan 0,0014 0,300
KCN — 0,150
As,0, i 0,100
HCN — ! 0,050
Nikotin - 0,040
Tabun 0,0001 0,0075
Akonitin — 0,0010
Botulinus toksin — 0,0000003

Analiti¢ke metode koje se praktiki primjenjuju na podruéju toksi-
kologije organofosfornih spojeva veoma su razlifite, a spadaju u pod-
ruéje biokemijske, kemijske 1 fizikalno-kemijske analize. Od biokemij-
skih metoda rada upotrebljava se narolito postupak odredivanja aktiv-
nosti kolinesteraze u krvi otrovanih, pomocu Warburgovog respiro-
metra. Princip ove metode se sastoji u tome, da se u tikvici respirometra
hidrolizira odredena koli¢ina acetilkolina utjecajem onog enzimskog
preparata (kolinesteraza krvi) kojemu se odreduje aktivnost. Supstrat
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(acetilkolin) se nalazi u bikarbonatnom puferu, a hidrolizom se oslobada
kiselina. Ta kiselina razvija iz bikarbonata plinoviti uglji¢ni dioksid,
kojega se volumen odredi manometrijski na skali respirometra. Koli-
¢ina uglji¢nog dioksida u mikrolitrima, koja se razvija u minuti, ratu-
najuci s koli¢inom enzimskog preparata od 1 g ili 1 ml, predstavlja
mjeru za aktivnost kolinesteraze u tom preparatu (4).

Pored ove veoma pouzdane, ali u izvedbi neito zamrienije metode,
postoje jo¥ i drugi postupci za odredivanje aktivnosti kolinesteraze u
bioloskom materijalu. Razradeni su postupci koji se osnivaju na spek-
trofotometrijskim mjerenjima, odnosno na mjerenjima koncentracije
vodikovih iona uz primjene odgovarajuéih indikatora, elektri¢énih pa-
metara i metode pu-metrijske titracije. Zajednitka crta svih tih metoda
je ta, da se sluZe hidrolizom acetilkolina utjecajem kolinesteraze, a fizi-
kalnim mjerenjima odreduju koncentracije direktnih ili indirektnih
produka‘a te hidrolize.

Sudsko-medicinski zna¢ajnije su analititke metode izravnog odredi-
vanja organofosfornih otrova u biolotkom ili drugom materijalu. Ke-
mijske metode koje se zato upotrebljavaju mogu se sluZiti odrediva-
njima wukupne koli¢ine fosfora u odredenom uzorku. Organske tvari
uzorka se razaraju i organski vezani fosfor se prevede u anorganske
fosfate. Nakon toga se s molibdatom stvara plava boja, koja se foto-
metrira. Ova metoda nije specifiéna za organofosforne spojeve nego
daje ukupnu koli¢inu fosfora u uzorku. Zato moZe samo indirektno
posluziti za odredivanje koncentracije otrova (5).

Druge kemijske metode odreduju koncentraciju hidroliznog produkta
odredenog organofosfornog otrova. Otrov se kemijski popuno hidro-
lizira u analiznom uzorku, a koncentracija produkta hidrolize, tj. kise-
lina koja nastaje iz kiselinskog ostatka (acil) u organofosfornom spoju,
odreduje se opti¢kim ili nekim drugim mjerenjima. Tako se kod ana-
lize parationa, paraoksona i armina fotometrira Zuta boja alkali¢ne oto-
pine p-nitrofenola, koja nastaje totalnom hidrolizom tih otrova. Drugi
postupak se sastoji u tome da se nitrogrupa acila na parationu redu-
cira kemijski u aminogrupu. Ta se aminogrupa diazotira, a nastalo
diazobojilo se fotometrira. Diazobojilo daje veoma intenzivnu obojenost
otopini, i zbog toga je ta metoda veoma osjetljiva. Pored toga se re-
dukcijom i diazotiranjem postizava i veéa specifi¢nost negoli izravnim
fotometriranjem Zute boje p-nitro-fenola. Koncentracije nekih organo-
fosfornih spojeva mogu se u ¢istim uzorcima, u kojima nema biolo$kih
ili drugih organskih komponenata, odredivati i izravnom spektralnom
fotometrijom u ultraljubi¢astom spektralnom podruéju (6).

Zasebnu grupu analititkih metoda zauzimaju kod odredivanja orga-
nofosfornih otrova fizikalno-kemijski postupci. U ovu grupu postupaka
spada polarografija i kromatografija (na stupcu i na papiru) organo-
fosfornih spojeva. MoZe se smatrati da ovim postupcima pripada vife
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teoretsko negoli praktitko znatenje. Drugi fizikalno-kemijski postupci
osnivaju se na katalitickim sposobnostima organofosfornih otrova. Ta
grupa postupaka obuhvaéa metodu kemiluminescencije luminola, fluo-
rometriju oksidacionih produkata indola i fotometriju produkata oksi-
dacije o-dianizidina. Sve ove metode upotrebljavaju zapravo Schone-
mannovu kataliticku oksidacionu reakciju, a razlikuje se zapravo samo
u pogledu upotrebljenog »supstrata« ove reakcije i time u vezi u po-
gledu metode mjerenja.

Schénemannova reakcija je modelna enzimatska reakcija za pero-
ksidativno djelovanje, pri ¢emu ulogu »enzima« igra organofosforni
otrov. Taj otrov prenosi kisik vodikova peroksida u slabo luZnatoj oto-
pini na neki supstrat, koji se oksidira, a time daje boju ili luminescen-
ciju. Kao supstrati narotito dolaze u obzir o-dianizidin, koji oksidacijom
prelazi u intenzivno smedi produkt, zatim luminol, koji za vrijeme
oksidacije emitira intenzivno plavo svijetlo kemiluminescencije, i indol,
kojega oksidacioni produkti imaju izrazitu sposobnost fluoresciranja.
Peroksidativno djelovanje organofosfornih otrova povezano je s njiho-
vom hidrolizom, jer se za vrijeme toga djclovanja stvara hidrolizni
produkt otrova. Princip tih reakcija moZemo prikazati ovim kemijskim
jednadZbama:

\p{ N\ps
L = H +
/Nx 202 > / NOOH HX
otrov perfosfonat  hidrolizni
produkt
\p/ \p/
2. P 4 sH, 4 + 5 +
/" \ooH AT R

supstrat

Prvom reakcijom se utjecajem vodikova peroksida na organofosforni
otrov stvara perfosfonat s jakim oksidativnim sposobnostima. Taj per-
fosfonat oksidira (dehidrira) supstrat (dianizidin, luminol, indol i sl.)
po reakciji 2., pri ¢emu se stvara diester fosforne kiseline bez acila.
Kad je supstrat o-dianizidin, stvara se kao produkt dehidracije azobojilo:
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Pod odredenim pokusnim uvietima koncentracija toga bojila pred-
stavlja mjeru za kolitinu katalizatora (organofosfornog otrova). Kon-
centracija azobojila se odreduje spektrofotometrijski, a izmedu dobi-
venih vrijednosti ekstinkcije i koncentracije organofosfornog otrova
redovno postoji linearni odnos (6).

Slitan je princip kvantitativnog odredivanja organofosfornih spojeva
luminolskom reakcijom (7). U ovom slutaju perfosfonat dehidrira lumi-
nol, a za vrijeme ove reakcije se stvaraju u zamr$enom reakcionom me-
hanizmu, podraZene molekule luminola, koje emitiraju intenzivno plavo
svijetlo kemiluminescencije. Intenzitet ove luminescencije se mijenja za
vrijeme reakcije; najprije raste pa se nakon toga opet smanjuje. Kri-
vulie koje prikazuiu ovisnost intenziteta luminescencije o reakcionom
vremenu imaju oblik koji je prikazan na slici 1. za razlilite koncentra-
cije organofosfornog otrova. Maksimum intenziteta luminiscencije (Gm)
predstavlja mjeru za koncentraciju otrova, a obi¢no postoji linearni
odnos izmedu tog intenziteta i koncentracije.

Kad se kao supstrat pri izvedbi Schénemannove reakcije upotrebljava
indol, perfosfonat djeluje oksidativno na indol, stvara se najprije
indoksil, koji se daljom oksidacijom pretvori u indigo bijelo i konatno
u indigo (8). Te reakcije se zbivaju po ovim kemijskim jednadzbama:

*?‘H —(\T‘OH
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Indoksil i indigo bijelo predstavljaju meduprodukte totalne oksida-
cije indola, a ti meduprodukti intenzivno fluoresciraju. Intenzitet fluo-
rescencije se mjeri za vrijeme oksidacione reakcije, a maksimum inten-
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SL 8. - Ovisnost maksimalne jakosti fluorescencije (Gm) o koncentraciyi otrova (c)

ziteta predstavlja — kao kod luminolske reakcije — mjeru za koncentra-
ciju organofosfornog spoja. Redovno postoji linearni odnos izmedu tih
velidina.

Intenzitetne krivulje fluorescencije oksidacionih produkata indola
prikazuje za razlitite koncentracije otrova slika 2. Ovisnost maksimuma
intenziteta fluorescencije o koncentraciji otrova daje grafitki prikaz
na slici 3.

Potrebno je jo§ istaknuti da zasad jo§ nije uspjelo postaviti vezu
izmedu kemijske konstitucije i katalititkog djelovanja otrova u na-
prijed navedenim sistemima. Ima organofosfornih spojeva koji vrlo
jako kataliziraju luminolsku reakciju, odnosno oksidaciju indola ili
o-dianizidina, a neznatnom promjenom kemijske konstitucije moze se
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ta katalititka sposobnost skoro potpuno ukinuti. Neki otrovi izazivaju
luminolsku reakciju, a ne kataliziraju oksidaciju indola i obratno. Opée-
nito se moZe smatrati da je indolska oksidacija reakcija na koju djeluje
veti broj organofosfornih otrova. Luminolska reakcija viSe je speci-
fitna za veoma jake otrove.

P"ored. ovdje navedenih supstrata Schonemannove reakcije, mogu se
za identi¢ne postupke upotrebljavati i drugi organski spojevi, lako pri-
stupacni oksidativnim utjecajima.

Literatura

1. Vandekar, M.: Arh. hig. rada 9 (1958) 35; B. Svetlitié i M. Vandekar, Arh. hig.
rada 9 (1958) 11.

2. Schrader, G.: Medizin und Chemie 5 (1956) 496; Pharmazie 4 (1949) 291; Die
Entwicklung neuer Insektizide, Verl. Chemie, Weinheim/Bergstr. 1952; Holmstedt, Bo
Pharmacol. Rev. 11 (1959) 567; O’Brien, R. D.: Toxic Phosphorus Esters, Acad. Press,
New York 1960.

3. Suvremena poljopriv. proizv., Sredstva i aparati za zatitu bilja u FNR], Za-
dru’na $tampa, Zagreb 1960. Ova publikacija daje i popis novijih organofosfornih
pesticida za prakti¢ku primjenu.

4. Reiner, E.: Arh. hig. rada 9 (1958) 25.

5. Pribilla, O.. Arch. Toxik. 15 (1955) 210; Kaiser, H. i Haag, K., Arch. Pharmaz.
289/61 (1956) 542.

6. Analysis of Toxic Phosphorus Compounds, Analyt. Chem. 29 (1957) 21 A.

7. Goldenson, ]., Analyt. Chem. 29 (1957) 877; Weber, K., Lj. Hui¢ i M. Mrazo-
vi¢, Arh. hig. rada 9 (1958) 325.

8. Gehauf, B. i Goldenson, ]., Analyt. Chem. 29 (1957) 276.

Zusammenfassung

ANALITISCHE METHODEN IN DER TOXIKOLOGIE
DER ORGANOPHOSPHORGIFTE .

Es werden die wichtigsten analytischen Methoden zur quantitativen Bestimmung
der Organophosphorgifte angefiihrt. Die physikalisch—chemischen Methoden (Che-
miluminescenz des Luminols, Fluorescenz der Oxydationsprodukte des Indols) werden
an Hand von Messergebnissen solcher Bestimmungen besprochen. Zum gegenseitigen
Vergleich werden die ungefihren Werte der letalen Dosen verschiedener Gifte
mitgeteilt.

Institut fiir gerichtliche Medizin Eingegangen am 27. XII. 1961.
und Kriminalistik der medizinischen

Fakultit, Zagreb



