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DETERMINAREA UNOR COMPUSI TOXICI PRIN METODE

ENZIMATICE
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REZUMAT

Determinarea pesticidelor necesita metode rapide si
precise de analiza data fiind importanta acestor compusi
pentru mediu §i sdnatatea umana. In acest sens, functie
de metoda selectata pentru determinarea activitatii
enzimatice au fost realizate diferite procedee
spectrometrice, fluorimetrice, piezoelectrice, potentiometrice
si voltametrice, in ultimul timp atentia fiind indreptata spre
realizarea biosensorilor amperometrici.
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ABSTRACT
Enzymatic methods for detection of some
selected toxic compounds
Sensitive, rapid and reliable detection and determination
of pesticides are important for protection of the environment
and human health. According to the method selected for
measurement of enzyme activity, a variety of
spectrophotometric, fluorometric, piezoelectric,
potentiometric and voltammetric devices were developed,
but recently attention has been directed especially to
amperometric biosensors.
Key Words: Pesticides, pollutants, enzymatic methods

INTRODUCERE

Determinarea in urme a poluantilor din probe biologice
si de mediu (apd, aer, sol) este deosebit de importanta. Una
dintre clasele de poluanti este reprezentati de pesticidele
organofosforice si carbamate, des folosite in agricultura.
Pesticidele inhibd actiunea acetilcolinesterazei (AChE), care
hidrolizeazi neurotransmititorul acetilcolina (ACh) la colina
si acid acetic in scopul de a restabili starea initiald a
membranei post-sinaptice. Cind enzima este inhibata,
impulsurile nervoase sunt intrerupte atita timp cat ACh
ramédne prezentd in regiunea sinaptica. Ca o consecinta a
acestui fapt se pot instala anumite boli neurologice (ex. socul
tetanic cu o eventuald paralizie muscular3).

METODE FIZICO-CHIMICE DE
DETERMINARE A PESTICIDELOR

Toxicitatea acuti a pesticidelor necesitd existenta unor
sisteme rapide de detectie care sunt necesare protectiei
sanatatii umane si deci, elaborarea unor metode analitice de
determinare a pesticidelor organofosforice i carbamate
precum si a altor compusi cu efecte similare (ex. gazele toxice
§i/sau paralizante) este strict necesari.

Dintre aceste metode se pot enumera; utilizarea tehnicilor
spectrometrice de detectie (spectrometria de masd sau UV-
VIS), detecia amperometricd, potentiometricd, etc [1].

La ora actuali cele mai utilizate tehnici de determinare a
pesticidelor sunt: cromatografia de gaze (GC), cromatrografia
de lichide de inalti performant (HPLC) si cromatografia de
gaze cuplata cu spectrometria de masa (GC-MS), tehnici care
permit determinarea unor cantititi de ordinul nanogramelor
de pesticide organofosforice si carbamate [2].

Dozarea derivatilor organofosforici din probe de mediu

poate fi realizatd prin metode spectrofotometrice (in vizibil
sau fluorimetrice) care sunt mai pufin utilizate decat metodele
electrochimice descrise mai jos. Drept cromogen se poate
utiliza 4-para nitrobenzil piridina; aceasta interactioneaza
specific cu compusii organofosforici, rezultind un compus
colorat cu un maxim de absorbtie la 560 nm. Dezavantajul
metodei este reprezentat de faptul ca proba necesiti mai
multe etape de extractie si concentrare. Sensibilitatea este
de ordinul mg/ml pentru probele de apa reziduala si de 10
ppm pentru cele de sol. ]

Cea mai folositd si totodata extrem de sensibild metoda
spectrometrici pentru determinarea insecticidelor care inhiba
acetilcolinesteraza este metoda Ellman bazati pe detectia
tiocolinei formatd in urma reactiei de hidrolizd a
acetiltiocolinei. Drept reactiv de culoare se foloseste acidul
5,5-ditiobis 2-nitrobenzoic (DTNB) care prin reactie cu
tiocolina conduce la formarea unui compus de culoare
galbena (acidul 5-mercapto 2-nitrobenzoic), ce prezintd un
maxim de absorbfie la 405 nm. Aceasta metoda este uzual
folositd pentru verificarea rezultatelor obtinute in urma
inhibitiei acetilcolinesterazei cu derivati organofosforici prin
metode amperomeltrice.

Dintre toate tehnicile cromatografice, GC si HPLC sunt
cele mai utilizate in scopul determinirii pesticidelor. Derivafii
carbamati nu pot fi analizati direct prin metodele curente
aplicate pesticidelor datoritd marii lor instabilitati termice,
motiv pentru care este necesard transformarea prealabila in
derivati stabili.

Analizele reziduurilor de pesticide prin GC necesita o
extractie lichid-lichid, o separare (prin adsorbfie pe gel de
hidroxid de magneziu, florisil sau silicati) si o purificare.
Limitele de detectie sunt de ordinul 0,01 pana la 0,08 ppm.
Determinarea insecticidelor organofosforice si carbamate este
mai simpld prin cromatografie de lichide (CL). Aceasta
metodi se aplica pentru determinarea derivatilor
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organofosforicl din apa, detectia realizandu-se in/U\' la 220
am. Limitele de detecie sunt de ordinul 400 pg/ WL

Rezumind, se constatd ci tehnicile fizico-chimice ce nu
implici sisteme biologice sunt dificil de aplicat ez
insecticidelor organofosforice §i carbamate. Pe de o parte,
selectivitatea scazuti a misuritorilor necesita, in marea
majoritate a cazurilor, un pretratament al probel pe ““'f‘
separarea compugilor, iar pe de alia parte sensibilitatea
dispozitivelor de masurd nu este suficienta pentru domre;a
directa a pesticidelor §i a produsilor lor de degradare in
limitele impuse de normele internationale.

Tehnicile descrise anterior sunt tehnici performante, dar
consumul de reactivi si costul acestora este foarte ridicat, iar
etapele de pregdtire a probelor sunt de lunga duratd §
minutioase, timpul de analiza este in general mare, ele
necesitind deasemenea un personal calificat.

Pesticidele pot fi determinate utilizind diferite metode
biochimice, cum sunt cele bazate pe inhibitie enzimatica,
tehnicile imunologice sau blocarea activitatii fotosintetice.
Metodele diferd din punctul de vedere al specificitatii in
functie de componentul biologic utilizat: imunoagentii
interactioneaza cu un numiar mic de analiti, enzimele pot fi
inhibate de clase intregi de compusi, pe cand fotosinteza
poate fi blocati de substante cu structura chimica diferita.

Datorita sensibilitatii, specificitatii §i impulul de raspuns
relativ seurt, tehnitile imunologice sunt de un real interes
pentru aplicatil analiice, nu numai pentru determinarea
antgentlor care sunt substanfe cu 0 masad moleculara mai
mare decat 2000 daltoni, ¢i §i a unor molecule mici, haptenele,
¢e nu prezinta raspuns imunologic ca atare. In ultimii ani,
metodele imunologice au fost adaptate cu succes la analizele
in urme, de exemplu in determinarea pesticidelor si a
metabolitilor acestora din probe reale; in prezent sunt
dispanibile comercial “kituri-test” pentru imunodeterminarea
unor astiel de compusi [3].

Aceste metode sunt indirecte, detectia interactiilor
moleculare necesitand utilizarea unui marker, cum ar fi o
enzima, un fluorofor sau un izotop radioactiv. Utilizand astfel
de metode este posibild determinarea a 0,02 pani la 2 ppb
pesticide din apd; in funcie §i de anticorpul utilizat.

Dezta\-.mmjele imunodetermindrilor sunt: un timp lung

_de stabilire al echilibrului §i formarea unei legituri covalente
xrev?x_sibiie intre antigen §i anticorp, ceea ce face imposibild
reughmrféa sau determindrile in sisteme continue.,
b ultm}ii ani, se observa o crestere a utilizirii metodelor
imuno-analitice pentru determinarea pesticidelor; o metods
promiftoare pentru detectia contaminantilor din mediu este
reprezentati de cromatografia de imunoafinitate sau folosirea
}munoteenzoﬁlor. Metodele cromatografice nu pot fi folosite
in ana}xza continua “in situ” deoarece aparatura necesari este
greoaie.

p e de alid parte, pesticidele pot fi determinate prin
metode selective enzimatice bazate pe capacitatea de
inhibitie a activitii catalitice a unor enzime cum ar fi: lipaza,
fos}amzz acidd §i alcalind, acilaza sau cel mai adesea

coixpestemze]e (acedl si butirilcolinesteraza). Ultimile doua
enzime sunt.mai putin selective fa{d de pesticide, dar sunt
mhxl'nale_ mal puternic. In general selectivitatea inhibitiei
acetilcolinesterazelor de citre pesticide este mici, astfel
incat se recomanda folosirea unor tehnici cromatografice

pentru separarea pesticidelor inainte de a fi determinate
enzimatic.

Relativ la insuficienta

L selectivitate fa(i de ici
individuale a colinesterazelo ¢ pesticidele

K, in scopul realiziri unor metode

rapide de detectie, se recomand determinarea asa “‘fmil{llui
“echivalent paraoxonic” sau a “gmduluz de lfilill‘)il}le e)lZH]l(.ttzFﬁn
care poate fi folosit ca indw‘e al cantitdtii de pesticide
anticolinesterazice prezente In prol')e‘lev reale. _Metpdele
enzimatice bazate peé inhibifia actwn;agn- enzimatice
colinesterazelor fac obiectul unor cercelar intense datority
sensibilitatii si simplitatii metodelor, a prefului de cost sciizyy
al echipamentului, ceea ce fac aceste metode foarte atractive
pentru laborator [4].

METODE ENZIMATICE

Testele bazate pe inhibitie enzimatica sunt de un real si
mare interes in analiza poludrii mediului, deoarece toxicitatea
acestor poluanti cum ar fi pesticidele conduce la inhibitia
enzimelor “in vivo”, iar testele biologice implicand inhibitia
enzimatici folosite pentru determinarea toxinelor sunt mult
mai de “incredere” comparativ cu metodele fizico-chimice.
Aceste metode pot fi cuplate cu diferite alte tehnici analitice
prin folosirea a diferite substrate cum ar fi acetil- si butiril
colina sau acetil- §i butiril- tiocolina, sau acetatul de indoxil.
Reactia de inhibitie poate avea loc in solutie, metoda care are
aplicatii limitate dat fiind faptul ca enzima nu poate fi refolosita
[5].

In general enzimele sunt imobilizate in reactoare sau pe
suprafata senzorilor. Bazat pe aceasta, pe langa tehnicile
mentionate mai sus s-au dezvoltat in ulima vreme si alte
metode mai rapide §i mai putin costisitoare de determinare
a pesticidelor organafosforice si carbamate bazate pe utilizarea
biosenzorilor, a metodelor electrochimice de analiza, a analizei
in flux; metode care tind sd atingi performantele celor mai
sus mentionate, fiind in acelasi imp mai economice si mai
rapide.

Colinesterazele pot fi inhibate mai mult sau mai putin
specific, functie de sursa enzimei. Masurarea semnalului
analitic se poate realiza fie dupa un timp definit obfinut dupd
0 anumitd perioadd de incubare a enzimei cu inhibitorul
(pesticidul), semnal care este proportional cu concentrafia
de substrat sau produs format si este funciie de tipul de
pesticid determinat §i de concentratja acestuia, fie prin metoda
vitezei de modificare a concentratiei de substrat sau produs
format in perioada initjala a reactiei enzimatice. Compararea
acestor valori cu cele obfinute in conditii similare dar in
absen(a inhibitorului conduce la obtinerea aga numitului “grad
fic Az‘nhibr';ie" care este proportional cu concentratia dé
mhl_bitor. Cel mai des determinirile se efectueazi in conditii
stalgce, insd in ultimii ani metodele de analizz in flux sunt din
ce in ce mai utilizate,

Inhibitia colinesterazelor poate fi reversibila (in cazul
pesticidelor carbamate) sau ireversibild (in cazul celor

organofosforice). Regenerarea activitatii enzimei se face prin
adaug:_lre de solutie de substrat sau tampon (cazul inhibitie!
reversibile) ceeace indici un mecanism competitiv. Aceast?
poate fi reactivati utilizind o serie de agenti nucleofili, ¢ de
exemplu 2-13‘\M-ul, TMBH, obidoxima. Reactivarea dificild 2
enzimel se datoreaza unui proces implica a unel
grupari alchil din derivatyl lc])rgmofo:‘f)c:lrg:l ;Sggft:o%;fent. cu
generarea concomitenta a unei sarcini negative la unul in
atomii de oxigen al gruparii fosfat ce previne reactivarea c¥
agenti nucleofili.

Avantajul utilizirii metodelor enzimatice in cor\ﬂ"’lul
poludrii mediului este legat de faptul c3 aceste metode 24
implica o tratare prealabili a probelor, fiind teste “in SIV
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ceea ce reflectd compozitia reald, existenti la un moment dat
in mediu. Rezultatele obtinute pe aceasti cale nu se referd la
un component individual, ¢i la totalitatea compusilor ce ay o
actiune nociva asupra organismelor vii, putind fi puse astfe]
in evidenta efectele de sinergism sau antagonism. Inhibarea
enzimelor “in vitro“este foarte apropiata de cea “in vivo”, in
general, sensibilitatea dozdrilor enzimatice ale substantelor
nocive fiind direct proportionald cu toxicitatea acestora, Pe
aceasta cale se poate estima efectul toxic al unei probe de
compozitie necunoscutd intr-un timp suficient de scurt pentru
a se lua masurile necesare de preintimpinare a efectelor
nedorite.

Guilbault [6] evidentiaza mai multe sisteme de reactie
utilizabile in detectia pesticidelor, diferentiate dupa natura
enzimei respective: colinesteraze, lipaza, fosfataza alcaling,
anhidraza carbonicd, tirozinaza, aldehid dehidrogenaza, etc.
Dintre acestea cele mai utilizate sunt cele implicand actiunea
catalitica a colinesterazelor.

Sisteme bazate pe folosirea colinesterazelor

Prima metoda de detec{ie a compusilor organofosforici
s-a bazat pe inhibarea reactiei enzimatice dintre acetilcolini
si acetilcolinesteraza, determinarea substratului remanent

Tab. 1
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efectudndu-se prin reactia cu hidroxilamina. Ca substrate
in dozirile enzimatice cu colinesteraze se utilizeazi
acetilcolina, acetiltiocolina, propioniltiocolina,
butiriltiocolina, indoxilacetatul, n-metil indoxilacetatul si
rezofurinbutiratul,

Degi foarte sensibile si caracterizate printr-o acuratete
remarcabild, procesele descrise sunt limitate la compusi de
tipul sarinului, sistoxului §i paraoxonului, clasa generald de
compusi tiono-sau ditiofosfati neputind si fie determinata
prin inhibitia colinesterazelor “in vitro” decat la concentratii
mari, fapt ce constituie un dezavantaj important, dati fiind
utilizarea pe scard larga in ultimul timp a acestor tipuri de
pesticide.

Pentru depasirea acestui inconvenient, s-a studiat
posibilitatea de convertire a unor compusi tiono sau
ditiofosforici in derivati ce inhibd “in vitro” colinesterazele.
Aceasta consti intr-o oxidare, fie cu apa de brom diluata, fie
cu acid azotic, amestec de H,0, i acid acetic sau acid
perbenzoic in cazul compusilor organofosforici mai greu
oxidabili.

In tabelul 1, sunt prezentate comparativ limitele de
detectie ale citorva pesticide organofosforice utilizind o
aceeasi enzima (acetilcolinesteraza din fipar electric).

Limitele de detectie in cazul citorva pesticide uzuale

Heptenofos

Malation

Paraoxon

Paraoxon — metil

Triclorfon

Alte sisteme enzimatice utilizate
in determinarea pesticidelor

Intrucat reactiile enzimatice bazate pe utilizarea
colinesterazelor nu permit in general detectia pesticidelor
organoclorurate, o serie de autori au utilizat sistemele
implicand participarea lipazei. Astfel, in acest mod, lindanul,
DDT-ul, heptaclorul, aldrinul si altele au fost determinate
in concentratii de ordinul mg/ml. Ca substrate in reactiile
enzimatice avind la bazi lipaza, se folosesc derivatii
umbeliferonici sau cei ai fluoresceinei. Aldturi de
sensibilitdtile remarcabile obtinute in detectia pesticidelor
organoclorurate cu lipazi, sistemele de acest tip prezintd si
avantajul neaparitiei unui efect sesizabil al inhibitorului
asupra substratului [7].

Determinarea microcantititilor de DDT se bazeaza pe
inhibarea selectivi a anhidrazei carbonice la concentratii de
insecticid la care alti inhibitori sunt practic inactivi. Prin
masurarea descresterii vitezei de producere a bioxidului de
carbon in sistem se poate determina cantitativ DDT-ul,
concentrafii de ordinul 105 g/1 putind fi determinate pe
aceasta cale.

Guilbault [6] a stabilit ca fosfataza alcalind este inhibati
de aldrin si heptaclor in concentratii cuprinse intre limitele
1-100 mg/1. Drept substrat s-a folosit fosfatul de
umbeliferon3, care in prezenta enzimei este convertit in
umbeliferond, caracterizati printr-o fluorescenti marcanti,
Din masurarea descresterii fluorescentei, ca urmare a

actiunii inhibitoare a parationului, se poate determina
concentratia de pesticid. De precizat, ci nici un alt pesticid
clorurat, organofosforic sau carbamat nu inhibi fosfataza,
neinterferdnd in determinari. Fosfatazele sunt insi afectate
de prezenfa ionilor de Bi* si Be* la concentratii de 10 ng/
1, respectiv I mg/1, cat si de AP, Pb*, Zn2; Cu®, Ag’, Hg*
si Cd* la concentratii de 20 mg/I.

S-a studiat deasemenea detectia pesticidelor prin
inhibitia tirozinazei, care catalizeaza oxidarea a diferite
substrate (catecol, dopamina s.a.) la chinond urmati de
urmarirea curentului rezultat prin oxidarea chinonei la
suprafata unui electrod de cirbune sticlos modificat cu
polipirol, sau a unui electrod de Au-grafit modificat cu
polipirol la un potential aplicat de — 200 mV fati de SCE.
S-a realizat un electrod enzimatic amperometric sensibil
fatd de atrazina, sistemul permitand detectia a 2 ppm din
acest compus, sensibilitatea fiind chiar mai buni decat cea
obtinuta prin imunodeterminari.

Biosenzorul bazat pe aldehid-dehidrogenaza (ALDH) este
utilizat in detectia fungicidelor ditiocarbamate, deoarece s-a
dovedit ca acesti compusi sunt potentiali inhibitori ai ALDH.
Sarurile etilenbisditiocarbamate cum ar fi maneb, zineb si
mancozeb sunt componenti majori ai fungicidelor
ditiocarbamate. Il ciuda toxicita(ii lor scazute acesti compusi
sunt potentiali agenti cancerigeni si mutageni. Maneb, zineb
§i mancozeb sunt incluse intr-o listd de prioritati a Comisiei
Europene pentru pesticidele care sunt folosite intr-o cantitate
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an in Jume §i care pot fi regasite In
& determinare a acestor compusi
eliminarit a compusului in urma

thon. Acest compus poate apoi
atogralice

mai mare de 50 tone pe
apa din sol. Metoda clasica d
este bazata pe o hidroliza pr
cireia rezultil disulfura de ca .
§i detectat folosind metode spectrometrice sau crom

& lizat

Pentru detectia funcigidelor ditiocarbamate s-a realizal
i si

un biosenzor bazat pe asocierea aldehid dehidrogenaze

aza reoxideazd NADH-ul la NAD* ¢
reducerea concomitentd a feri_ciar}urei la ferqcianu,-é_
Ferocianura produsd este apoi ox1‘(1ala la un poleng']alv sciizut
(250 mV vs SCE) la suprafaa unul eleclro_d de p}atma. Cang

bitor al aldehid dehidrogenazej,

in mediu este prezent un inhi s g
activitatea ALDH descreste, conducand la o scddere 3

raspunsului senzorului. -
Metoda de masurare a ditiocarbama

diaforazei. Diafor

tilor este redaty in

figura 1.
aldehid dehidrogenaza
CH; — CH; - CHO + H20 _p» CH;-CH,- COOH
a N
NAD"* NADH, H"
\ Ly
diaforaza
r =
KsFe(CN)s K4Fe(CN)g + e

N i)

oxidare anodicd la+ 0.08 V

RTpuns relativ

R R

® @ @

it
[

Incubare cu

eb
@

R

-

R=spalarea celulel
1,2:raspuns 100%

Timp

3:analiza fara aditia "NAD"-ului
4:raspuns rezidual dupa inhibitie
Fig. 1. Metoda de mdsurare a ditiocarbamatilor

: Dupa stabilizaraea curentului de baza, reactia este initiati
px_m_adﬁugare de NAD" si aldehida propionica. In scopul
elimindrii influenfei NAD* existent in stratul sensibil se
realizeazd o determinare ulterioard, efectuatd in absenta
NAD'. Incubarea cu inhibitor se efectueazi pe o perioada
d_eﬁniti de timp, reactia fiind iniiatd prin adaugarea de NAD*
si f’i]dehidé propionica. Procentul de inhibitie este determinat
prin compararea raspunsului senzorului inainte §i dupi
inhibitie.

Sensibilitatea senzorului a fost optimizatd prin
descresterea cantititii de enzima imobilizati §i prin cresterea

ﬁ{“p‘ﬂ”i de inf:ubagie cu pesticid, in figura 2 se poate observ
Ca pe masurd ce cantitatea de enzimi este redusd, vitez2

inhibifiei cregte. De exemplu, pentru o concentratie de !

ppb maneb se obfine 20% inhibitie, pentru un senzor caré

contine 80 mUI de enzima §i 65% pentru un senzor contindn
16 mUIL.

Pe de alti parte, mérind timpul de contact intre pesticid

si senzor se poate miri sensibilitatea, De exemplu, folosi®

16 mUI de enzimi, la o concentrati =
o . ay ey { € de 7 b maHEb
obtine 20% inhibitie, pentru un timp de incubalzz de 2 minut

§i 55 % pentru un imp de incubare de 10 minute [9)-
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{'0 0 20 30 40 50 60 70 B 90 100 110 1290 130 140 150
Concentratie ppb

Fig. 2 - Influenta concentrafiei de enzima si a
timpului de incubare asupra sensibilitcitii
biosezorului fata de maneb; (a) timpul de
incubare 2 min.

0,016 UI, 0,080 UI timpul de incubare 10
minute 0,016 UI, 0,080 Ul
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Concentratia cea mai mici de maneb detectati cu ajutorul
senzorului a fost de 1,5 ppb. Prin comparatie, metoda gaz-
cromatografica permite detectarea a 20 ppb, iar cromatografia
de lichide de inaltd performanti a 200 ppb, in timp ce
metodele standard spectrometrice permit detectarea numai
a 400 ppb.

Metoda bazatd pe biosenzori este mult mai sensibild si
simpld comparativ cu alte metode. Unul dintre dezavantajele
metodei consta in faptul ¢ inhibitia aldehid dehidrogenazei
este ireversibild. Acest neajuns poate fi inlzturat prin folosirea
electrozilor pe bazi de pasti de carbune, care sunt de unicd
folosinta si au un pret de cost scazut.

Un alt inconvenient al metodei este legat de solubilitatea
scdzuti a acestor compusi in apa si in solvenfi organici, ceeea
ce face dificila atat extractia cat gi detectia acestora. S-a
sugerat marirea solubilitatii fungicidelor etilenbis-
ditiocarbamate prin transformarea pesticidelor intr-o forma
disodicd foarte solubild. Aceasta se poate realiza prin
pretratarea lor cu o sare disodicda a acidului
etilendiaminotetraacetic in condiii slab bazice (figura 3).

In afara obfinerii unei solubilitii mari, aceastd forma
disodicd corespunde compusului nabam, care este un alt
fungicid etilenbis-ditiocarbamat cunoscut ca inhibitor al
aldehid dehidrogenazei. Deoarece nabamul este un pesticid
disponibil comercial, este posibila folosirea acestui compus
ca pesticid de referinta.

S S
- 'I || - 2+
S —C —NH—CH,—CH,NH—C—S | M

S

EDTA/Na ,

S

1 1| )
Na" 'S —c! N H—CH,—GH »NH—GC— SN}
NABAM

Fig. 3. Transformarea etilenbis-ditiocarbamatilor in sdrurile sodice (nabam) prin
intermediul EDTA

Metodele clasice de analizi (de exemplu HPLC), utilizate
pentru detectia reziduurilor din sol ale acestor substante
prezinti doud dezavantaje: masuratorile sunt posibile doar
daca structura erbicidelor sau a produsilor de degradare sunt
cunoscute §i dacd reziduurile sunt in concentratii reduse este
necesara o preconcentrare a probei, care insi determind §i
0 concentrare a contaminantilor. Din aceste motive a fost
necesard dezvoltarea unei metode complementare HPLC,
bazatd pe inhibitie enzimatici. Tinta acestor erbicide in
organismele vii este o0 enzimi acetolactat sintaza (ALS)
implicatd in biosinteza aminoacizilor valina, leucina si
izoleucina. Desi ALS din surse bacteriene este mai stabild,
este utilizatd enzima extrasd din plante datorita inaltei sale
sensibilitati la inhibitia cu erbicide[10]. Aceasta enzima a fost
inclusa drept element bioactiv in senzori sensibili faia de
astfel de compusi.
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