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RESUMEN

En este trabajo se describen los efectos de la preincubacion de diversas sustancias agroquimicas con la
peroxidasa de rabano (HRP) antes del ensayo quimioluminiscente en la solucion. Una variedad de sustan-
cias fue investigada para determinar su influencia sobre la emision de luz. La preincubacion de herbicida,
detergente, fenol y bactericida con HRP tuvo efectos inhibitorios sobre la subsecuente actividad. La
preincubacién de algunos insecticidas con la HRP provocé el aumento de la intensidad quimioluminiscente.
Al emplear soluciones esténdar se obtuvieron curvas de calibracién con el objeto de cuantificar la concen-
tracién de algunos agentes agroquimicos. Se demostro que la emisién de luz en la reaccion quimioluminiscente
de peroxidacion del luminol, catalizada por la peroxidasa en presencia de un promotor (para-yodofenol),
es modificada por varias sustancias y por consiguiente este ensayo puede ser adaptado para la evaluacion
de la calidad del agua.

ABSTRACT

In this work the effects of preincubation of certain agrochemical substances with horseradish peroxidase

. (HRP) prior to chemiluminescent assay is reported. A wide range of chemicals have been investigated to
determine if they influence on enhanced light emission. Preincubation of herbicide, detergent, phenol and
bactericide with HRP prior to chemiluminescent assay had an inhibitory effect on the enzyme activity.
Preincubation of some insecticides with HRP increased the chemiluminescent intensity. Using standard
solutions, calibration plots were obtained and quantification of the pollutant concentration was possible.
It was demonstrated that light emission from the peroxidase catalyzed enhanced chemiluminiscent reaction
can be modified by various chemicals allowing a qualitative monitoring of the water.

INTRODUCCION (Arévila et al. 1997). De esta manera, la Norma Oficial Mexica-

na (CNA 1997) de caracter obligatorio regula los limites maxi-

Segun su origen, la contaminacion del agua se puede clasi- mos permitidos de contaminantes en las descargas de aguas
ficar en dos tipos: puntual y dispersa. En México, como en residuales provenientes de la industria, de los servicios, etc. a
otros paises, se han realizado avances considerables dirigidos los sistemas de drenaje y alcantarillado urbano o municipal.

hacia el control y la normatividad de la contaminacion puntual Sin embargo, las acciones emprendidas para el control de la
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contaminacion dispersa (agua de retornos agricolas, exceden-
tes industriales, lixiviaciones de basureros, etc.) han sido esca-
sas debido principalmente a su desconocimiento (Duda 1993).
Segun los datos publicados por Arévilay colaboradores (1997),
en México los retornos agricolas constituyen el 46 % del total
de las descargas y equivalen a un caudal de 282 m*/s y, conse-
cuentemente, a casi el 77 % del agua extraida. Estos datos
hacen indispensable una reflexion sobre la importancia y la
necesidad de desarrollar nuevos métodos para el control y el
monitoreo de la contaminacién del agua con agentes
agroquimicos.

Se consideran como agentes agroquimicos al conjunto de
compuestos quimicos (Arévila et al. 1997), generalmente de
origen sintético, que se aplican en los campos de cultivo para
incrementar la produccion. Los mds relevantes son los fertili-
zantes (N, Py K) y los mejoradores de suelo que en materia de
riesgo se caracterizan por tener un impacto sensiblemente me-
nor ya que no son acumulativos y por ello mas facilmente elimi-
nados en la naturaleza. Por el contrario, los plaguicidas
(bactericidas, herbicidas, insecticidas, etc.) que han influido
en el desarrollo agricola controlando insectos, hierbas y otras
plagas, son agentes cuyo uso indiscriminado ha provocado
problemas de salud publica y ha alterado el equilibrio de los
ecosistemas debido a la dificultad para ser degradados en el
ambiente.

En este trabajo se presentan algunos avances en el desa-
rrollo de un método quimioluminiscente para la deteccion de
contaminantes agricolas que puede ser til en la toma de deci-
siones para el control, el manejo y la prevencién de la contami-
nacion de los recursos hidricos. Cabe mencionar que €l siste-
ma de oxidacion del luminol por hidroperéxido catalizado con
la peroxidasa es uno de los sistemas quimioluminiscentes
perspectivos para fines analiticos. La quimioluminiscencia pro-
porciona valores altos y seguros de la sefial detectada y al
mismo tiempo evita el peligro de exposicién a sustancias toxi-
cas comunmente empleadas en varios métodos analiticos; ade-
mas, el empleo de la enzima, como regla, permite aumentar la
sensibilidad del analisis disminuyendo significativamente su
tiempo de ejecucion y muchas veces evitando la realizacién de
un tratamiento previo de la muestra. Este sisterma encontrd una
aplicacion amplia en el analisis inmunoenzimético (Ugarova et
al. 1986, Egorov et al. 1993), en la deteccién de algunas sus-
tancias fisiologicamente importantes (acetilcolina, cisteamina,
etc.) mediante la determinacion de hidroperéxido como pro-
ducto de la transformacion de éstas (Nakamura ef al. 1986,
Kamidate ef al. 1994, Ternaux y Chamoin 1994), asi comoen el
disefio de métodos para la deteccién de algunos radicales,
antioxidantes o inhibidores, en diferentes muestras biologicas
y de interés industrial (Kim et a/. 1990, Candy ef al. 1991, Huang
et al. 1992, Pascual y Romay 1992, Pascual et al. 1992,
Whitehead ef al. 1992). El objetivo del presente estudio con-
sisti¢ en demostrar que la reacciéon quimioluminiscente de
peroxidacion del luminol catalizada por la enzima peroxidasa
puede ser utilizada como una herramienta analitica para el
monitoreoy la indicacion de contaminacidn.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y equipo

Los reactivos: peroxidasa (VI A) de rabano picante, Trizma-
base, 4cido clorhidrico, luminol, p-yodofenol, dcido
etilendiaminotetraacético (EDTA), hidroperdxido e hidréxido
de sodio fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). Las sustancias empleadas en los experimentos como
posibles contaminantes fueron detergente (marca Ariel), fenol
(Sigma) y plaguicidas proporcionados por Grupo Bioquimico
Mexicano, S.A. de C.V. (Saltillo, Coahuila, México): Agrimicin,
bactericida que contiene estreptomicina y oxitetraciclina como
principios activos; Paraquat, herbicida y los insecticidas Rug-
by (cadusafos), Velfuran (carbofuran), Pounce (permetrina),
Lucathion 50 (malatién), Folvel M72 (paration metilico) y
Dominex (afametrina). Las mediciones de la intensidad
quimioluminiscente se realizaron en un luminometro portatil
EMILETE EL 1003 (Rusia). En todas las soluciones se utilizo
agua bidestilada. Las soluciones patrén de luminol (1.2 mM)y
p-yodofenol (0.8 mM) se hicieron utilizando la solucion de
NaOH 1 M (50 ul) y posteriormente la solucién amortiguadora
de Tris-HC1 0.1 M, pH 8.5. Las soluciones patron fueron alma-
cenadas en frascos ambar a 4 °C.

Estudio del sistema de peroxidacion del luminol

Para encontrar las concentraciones adecuadas de luminol,
p-yodofenol, enzima e hidroperdxido, bajo las cuales no se
presenta inhibicion del proceso quimioluminiscente y que per-
mitan observar cambios graduales de la intensidad, se proce-
di¢ a estudiar el sistema de peroxidacion del luminol variando
las concentraciones de estos reactivos. Para llevar a cabo di-
cha reaccion, en la celda del lumindmetro se adicionaron 0.80
ml de una solucién amortiguadora (Tris-HC1 0.1 M, pH 8.5, sin
ocon EDTA 2 mM), 100 pl de una solucion de luminol, 100 pl
de p-yodofenoly 10 ul de H,0,. Se determind el perfil de inten-
sidad de la quimioluminiscencia en el blanco y después se
afiadieron 10 pl de enzima para iniciar la reaccién enzimatica
detectando nuevamente la intensidad quimioluminiscente en
funcion del tiempo de 1a reaccién. De las curvas obtenidas se
determing el valor que corresponde al pico de la sefial detecta-
da, intensidad maxima de quimioluminiscencia (I ,,,,), que es
proporcional a la velocidad de la reaccion.

Ademds, se estudi6 la estabilidad de la enzima peroxidasa
en solucidn acuosa, estimando de la misma manera la intensi-
dad méxima de quimioluminiscencia durante el almacenamien-
to de la solucion de peroxidasa (45 ng/ml) a temperatura am-
bientey a4 °C.

Efecto de diferentes agentes agroquimicos sobre la intensi-
dad quimioluminiscente de la reaccién de peroxidacion del
luminol catalizada por Ia peroxidasa de rdbano picante en pre-
sencia de p-yodofenol como promotor de la reaccion

Las condiciones establecidas en la etapa anterior fueron
utilizadas para el estudio de los efectos de los agentes
agroquimicos mencionados sobre la reaccion de interés.
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El procedimiento seguido fue esencialmente el mismo al
descrito anteriormente, pero antes de llevar a cabo la reaccion
enzimatica, se mezclaron 20 pl de una solucién de peroxidasa
(45 ng/ml) con 20 pkde la solucion de cada uno de los agentes
mencionados. La mezcla se incub6 1 minuto a temperatura
ambiente y posteriormente se aplicaron 20 ul de ésta en la
reaccion de peroxidacion del luminol. Muestras testigo fueron
corridas utilizando agua bidestilada en lugar de la solucién del
preparado quimico. De esta manera, se detectaron los perfiles
de quimioluminiscencia (intensidad vs. tiempo) en ausencia y
en presencia de las sustancias. La intensidad maxima determi-
nada a partir de los perfiles de quimioluminiscencia se grafico
en funcion de la concentracion de cada uno de los agentes
agroquimicos empleados en un intervalo de 1.25 hasta 10 mg/
ml. Cada medicion se hizo por triplicado, como también cada
uno de los ensayos.

RESULTADOS

Estudio del sistema de peroxidacion del luminol

En la primera etapa de investigacion se realiz6 un analisis
preliminar de la conducta del sistema empleando el amortigua-
dor Tris-HC10.1 M a un pH 8.5 ya que algunos autores (Cercek
et al. 1994; Motsenbocker y Kondo 1994) describen que la
emision de luz en el sistema de interés esta influenciada por el
tipo de amortiguador utilizado, ademas de la pureza y de la
concentracion de sustratos y enzima. Al emplear la solucion
amortiguadora mencionada, en los blancos se detectd
quimioluminiscencia, tanto en ausencia del hidroperoxido como
de la enzima, aunque los valores detectados de intensidad
maxima fueron significativamente menores que en el caso de la
mezcla completa de reaccion. Al utilizar la solucion
amortiguadora Tris-HC1 0.1 M que contenia EDTA 2 mM, no se
observo emisién de luz en los blancos 1o que permitié simplifi-
car el procedimiento de determinacion de la intensidad maxima
en el sistema completo evitando la necesidad de detectar y
restar log valores de intensidad que corresponden al proceso
quimioluminiscente de oxidacion del luminol «per se» en el
blanco sin enzima. Ademas, se demostré que la presencia del
EDTA no-ocasiona inhibicion de la reaccion de peroxidacion
del luminol catalizada por peroxidasa. En los siguientes experi-
mentos se utilizé la soluciéon amortiguadora con EDTA.

Se procedié al estudio de la intensidad maxima de
quimioluminiscencia en funcion de la concentracion de la
peroxidasa. La figura 1 indica que a concentraciones relativa-
mente bajas, menores de 9 ng/ml, no existe una relacion lineal,
pero a medida que se incrementa la concentracion de enzima
aparece una correlacion lineal entre ambos parametros. Estos
resultados concuerdan con los publicados por Motsenbocker
y Kondo (1994). Ademas se observo que cuando se usan con-
centraciones bajas de la enzima (< 45 ng/ml), se detecta un
periodo de retraso en el perfil de la quimioluminiscencia, mien-
tras que a concentraciones altas se nota un cambio drastico
de la seiial. En ambos casos, se dificulta la valoracion de la
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Fig. 1. Intensidad maxima de la quimioluminiscencia del sistema de
peroxidacién del luminol en funcién de la concentracion de
peroxidasa de rabano picante

intensidad méaxima de quimioluminiscencia. En los siguientes
experimentos se empled la enzima a una concentracion de 45 ng/
ml (dilucién inicial 5 U/ml) que result6 adecuada en diferentes
detecciones realizadas.

El uso del sistema enzimdtico en un método analitico re-
quiere de informacion sobre la estabilidad de éste en solucion
acuosa, lo que permite aproximar el tiempo de su uso y planear
adecuadamente su aplicacién. Al emplear la solucion de laen-
zima de 45 ng/ml, se demostro que la enzima almacenada bajo
temperatura ambiente, después de 10 dias, se inactiva casi to-
talmente, mientras que a 4 °C ésta conserva hasta €1 60 % de su
actividad inicial (Figura 2). Se observo que las soluciones
patron de p-yodofenol y luminol pueden ser utilizadas hasta
por un periodo de 45 dias cuando se almacenan a temperatura
de4°C.

Para escoger las concentraciones adecuadas de luminol y
para-yodofenol, se probaron hasta 0.1 mM y 0.04 mM, res-
pectivamente. En las figuras 3a y 4a se muestran los resulta-
dos obtenidos, en donde la intensidad maxima de
quimioluminiscencia se grafica versus la concentracion de es-
tos cosustratos. Las curvas obtenidas siguen el comporta-
miento de la ecuaciéon de Michaelis-Menten. La representa-
cion de éstas en coordenadas inversas da lugar a una serie de
lineas rectas paralelas (Figuras 3b y 4b) a partir de las cuales
es posible calcular los valores de I app (~V max) ¥ K app- Como
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Fig. 2. Porcentaje de actividad de la peroxidasa en funcion del tiempo de
almacenamiento de la solucién de enzima (5 U/ml) bajo la tem-
peratura ambiente (a) y 4 °C (b)

se aprecia en las figuras 3b y 4b, estos pardmetros, determina-
dos para diferentes concentraciones de cosustratos, se carac-
terizan por un cambio simultdneo proporcionando los valores
constantes de [ ., /K ,, .- Se consideran a 0.03 mM y 0.01
mM como las concentraciones adecuadas de para p-yodofenol
y luminol, respectivamente, ya que permiten obtener valores
altos y seguros de intensidad méaxima de quimioluminiscencia.
En la figura 5 se presenta la intensidad maxima de
quimioluminiscencia en funcion de la concentracién de
hidroperéxido. A concentraciones menores o igualesa 0.015%
de este sustrato, el comportamiento puede ser descrito median-
te la ecuacion de Michaelis-Menten. Concentraciones superio-
res a este valor actiian inhibiendo la reaccién quimioluminiscente.
Para llevar a cabo la peroxidacion del luminol catalizada por la
enzima peroxidasa, en los siguientes experimentos el
hidroperoxido se utilizé a concentracién de 0.015 %.

Efecto de diferentes agentes agroquimicos sobre la intensi-
dad quimioluminiscente de la reaccion de peroxidacién del
luminol catalizada porla peroxidasa de rabano picante

Se estudid el efecto de diversos agentes agroquimicos
sobre la intensidad quimioluminiscente de la reaccidn
catalizada por la peroxidasa. De acuerdo con la respuesta
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Fig. 3. Intensidad maxima de quimioluminiscencia de la reaccion,
catalizada por la peroxidasa de rdbano picante: A, en funcién de
la concentracion de luminol en presencia de diferentes concen-
traciones de p-yodofenol: 1, 0.01 mM; 2, 0.02 mM; 3, mM,; 4,
0.04 mM; B, linealizacién de las curvas obtenidas en coordenadas
inversas (I /'K, wp = 1.67 mV/uM)

max app

obtenida bajo las condiciones probadas (concentracion y
tiempo de incubacion), éstos pueden ser clasificados en tres
grupos principales: 1. Los que ocasionan la disminucion de
la sefial quimioluminiscente, 2. Los que originan aumento de
la sefial quimioluminiscente y 3. Los responsables de un efec-
to no uniforme.

En el primer grupo se encuentran: fenol (que fue emplea-
do considerando que es precursor de algunos plaguicidas),
herbicida, detergente (frecuente contaminante del agua) y
bactericida. Cada una de estas sustancias empleada a con-
centracién de 5 mg/ml mostré un cambio especifico en el per-
fil de quimioluminiscencia (Figura 6). El fenol, el detergente
y el bactericida disminuyeron la intensidad maxima sin un
cambio en la tangente de la parte inicial del perfil, mientras
que en el caso del herbicida, ademas de la modificacion en la
intensidad maxima de quimioluminiscencia, se observé un cam-
bio significativo en la tangente. Para cada una de las sustan-
cias mencionadas se obtuvo una grafica que caracteriza la de-
pendencia de la intensidad maxima en funcién de la concentra-
cién de estos productos quimicos dentro de un intervalo de 0
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Fig. 4. Intensidad maxima de quimioluminiscencia de la reaccion,
catalizada por la peroxidasa de rabano picante: A, en funcién de
la concentracion de p-yodofenol en presencia de diferentes con-
centraciones de luminol: 1, 0.01 mM; 0.025 mM; 0.05 mM; 0.1
mM; B, linealizacién de las curvas obtenidas en coordenadas
inversas (I max app / K mapp = 2.50 mV/uM)

(testigo) hasta 10 mg/ml. Dentro de este intervalo de concen-
tracion, se presentaron funciones lineales para el herbicida, el
detergente y el bactericida (Figura 7), mientras que en el
caso de fenol la curva no fue lineal, permitiendo una detec-
cién cuantitativa hasta la concentracién de 5 mg/ml (Figura
7).

En la figura 8 se aprecia que la incubacion previa de la
peroxidasa con las soluciones de algunos insecticidas (Rug-
by, Pounce, Donimex), indujo el aumento en la sefial
quimioluminiscente. El aumento de la sefial no fue significati-
voen el intervalo de concentraciones y tiempos de incubacion
empleados. La dependencia de la intensidad mdxima de la
concentracion de estas sustancias no tuvo comportamiento
lineal.

Otras sustancias utilizadas en esta etapa de trabajo no
tuvieron efectos bien definidos sobre el sistema quimiolumi-
niscente de peroxidacion de luminol. Lucathion 50, Velfuran
y Folvel M72, a concentraciones menores a 5 mg/ml, produje-
ron aumentos en la intensidad maxima de quimiolumi-
niscencia, pero concentraciones superiores a ese valor,
inhibieron la reaccion (Figura 9).
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Fig. 5. Intensidad maxima de la quimioluminiscencia catalizada por la
peroxidasa de rabano picante en funcién de la concentracion de
hidroperéxido

DISCUSION

Actualmente, existe un enorme interés sobre la enzima
peroxidasa (EC 1.11:1.7) de rabano picante (HRP) y la reaccion
quimioluminiscente que estd relacionado con las perspectivas
de su aplicacién en los métodos de andlisis y en particular en el
inmunoenzimatico (Egorov er al. 1993). El método
quimioluminiscente permite una sensibilidad igual o mayor,
aportando mejores resultados analiticos en comparacion con
otros métodos de deteccion; en este caso el limite de detec-
cion es de 10-'¢ M, mientras que con los métodos
electroquimicos es de 10 M, con los espectrofotométricos es
de 10®My con los fluorométricos es de 10! M (Ugarova et al.
1986). El estudio de esta reaccién con fines analiticos para el
monitoreo de la contaminacién ambiental puede abrir nuevas
perspectivas de su aplicacion.

La reaccion de peroxidacion del luminol es conocida desde
los afios 60 pero el mecanismo preciso del proceso todavia no
se ha entendido completamente. El ciclo catalitico de la reac-
cién de peroxidacion del luminol se presenta en la tabla I Este
mecanismo fue propuesto por Thorpe y Kricka (1987) y cs
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Fig. 6. Perfil de quimioluminiscencia en ausencia de sustancias contami-
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Fig. 8. Intensidad maxima de quimioluminiscencia en funcion de la con-
centracion de algunos insecticidas que provocan aumento en la
sefial quimioluminiscente

aceptado actualmente, aunque existen varios trabajos de in-
vestigacién en donde se discute y se modifica, en particular la
Etapa Il de éste (Cercek ef al. 1994).

De esta manera, se puede apreciar que el ciclo comprende
tres etapas principales. En la primera, al reaccionarla enzimay
el peréxido se forma un compuesto intermedio I (HRP I) que se
caracteriza por tener mayor grado de oxidacion del hierro en el
grupo prostético de la enzima (Thorpe ef al. 1985).

En la segunda etapa se forman los radicales del promotor
de la quimioluminiscencia (p. €j., de p-yodofenol) (Hodgson y
Jones 1989) y los radicales del luminol (en caso de ausencia del
promotor) (Lundin y Hallander 1987). En esta etapa de la reac-
cion el compuesto intermedio I se transforma en el compuesto
intermedio IT (HRP IT) (con menor grado de oxidacion de hierro)
y éste ultimo se convierte al estado nativo de la enzima que
puede volver a reaccionar con el hidroperoxido.

La tercera etapa se determina por la formacién del dianion
de 3-aminoftalato excitado que es el responsable de la produc-
cion de luz en el sistema. En esta etapa tienen lugar varias
reacciones con las formas activas del oxigeno (Thorpe y Kricka
1987). En el caso de que en el sistema esté presente el promo-
tor, en esta etapa de la reaccidon ocurre una mayor formacion de
radicales de luminol que posteriormente son transformados al
dianion de 3-aminoftalato. El papel del promotor consiste en
activar la formacién de radicaies de turmminol y de este modo
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Fig. 9. Intensidad maxima de quimioluminiscencia en funcién de la con-
centracién de algunos insecticidas que provocan efecto no uni-
forme sobre la sefial quimioluminiscente

aumentar la cantidad de luz emitida (Lundin y Hallander 1987).
Se propone que las reacciones del ciclo catalitico descrito son
reacciones bimoleculares (Lin et al. 1993), de esta manera los
parametros cinéticos (K ,app € I maxapp ~ V mex ) ti€NEN Caracter
formal (Figuras 3y 4).

Se conoce que en presencia de exceso de hidroperoxido o
de radicales de superdxido se forma un compuesto intermedio
III (HRP III) que posee menor actividad en la reaccién de
peroxidacién del luminol (Kamidate et al. 1994). Esto explica
los resultados obtenidos en el presente trabajo con el estudio
de la intensidad quimioluminiscente en funcion de la concen-
tracidn del hidroperdxido (Figura S).

Existen varios procesos de la oxidacion de luminol que son
independientes de la accién enzimatica o del hidroperoxido
que son catalizados por metal-porfirinas, iones de metales, etc.,
probablemente mediante formacion de perhidroxi-radicales
(Henley y Worwood 1994). En este trabajo éstos se consideran
como los observados en el blanco que se caracterizan por me-
nor intensidad de luz emitida al compararlos con procesos
catalizados por la enzima en presencia de hidroperoxido y que
pueden ser omitidos al emplear en el sistema un quelador, como
fue demostrado en este trabajo utilizando el EDTA. Probable-
mente esto se debe a la capacidad queladora del EDTA sobre
los iones de metales.

En este trabajo se propuso demostrar que la reaccion de
peroxidacion de luminol catalizada por la enzima peroxidasa
puede ser aplicada como herramienta analitica para la detec-

TABLA L. MECANISMO DE REACCION QUIMIOLUMINISCENTE
DE PEROXIDACION DEL LUMINOL PROPUESTO POR
THORPE Y KRICKA (1987). (LOS PROCESOS QUE OCU-
RREN EN AUSENCIA DEL PROMOTOR SE MARCAN EN
NEGRITAS)

Etapa I
HRP (Fe )+ Peroxido — HRP-I (Fe %) + Agua

Etapa II
HRP - I (Fe **) + Promotor —» HRP-II(Fe **) + Radical del promotor
HRP-II(Fe **) + Promotor — HRP(Fe *") + Radical del promotor

HRP - I(Fe %) + Luminol —> HRP-II(Fe *) + Radical del luminol
HRP-II(Fe *) + Luminol — HRP(Fe *") + Radical del luminol

Etapa III
Radical del promotor + Luminol — Promotor + Radical del luminol

Radical del uminol + Oxigeno — Luminol oxigenado + Radical - superdxido
Radical-superéxido + Radical del luminol — Endoperoéxido del luminol
Endoperoxido del luminol —» Dianién de 3-aminoftalato excitado

En exceso de H,0, ¢ de radical de superéxido:
HRP II (Fe *) + H,O > HRP III ((Fe ¢*) no active) + H,0

2

cion y eventualmente la cuantificacién de la presencia de agen-
tes agroquimicos (posibles contaminantes) en el agua. De tal
manera que la reaccion quimioluminiscente por su naturaleza
requiere de la participacion de radicales (Tabla 1), la intensidad
de luminiscencia varia en presencia de inhibidores de la enzi-
ma, que acttian en las etapas Iy II previniendo la participacion
de la enzima o compitiendo con el luminol en proceso de forma-
cién de los radicales o en presencia de antioxidantes
apagadores de los radicales (Kim ef al. 1990, Candy et al. 1991,
Huang et al. 1992, Pascual y Romay 1992, Pascual et al. 1992,
Whitehead et al. 1992). La actividad inhibidora de agentes
empleados en este estudio se puede ordenar de la manera si-
guiente (Figuras 6 y 7): fenol > herbicida > bactericida > deter-
gente

Al analizar los resultados obtenidos en este trabajo €s po-
sible concluir que la reaccién de peroxidacién del luminol
catalizada por la enzima peroxidasa de rabano picante, puede
ser empleada en varios casos para la deteccion de agentes
agroquimicos en el agua, de manera cualitativa, semicuantitativa
o cuantitativa, dependiendo de las.condiciones especificas de
su aplicacion. La técnica de deteccién es mucho mas rapida
que otros métodos conocidos y no requicre de tratamientos
especiales de la muestra, tales como extraccion o concentra-
cién de la sustancia contaminante, Ademas, la mayoria de los
métodos conocidos (Waliszewski et al. 1996) utilizan equi-
pos que no permiten su aplicacion in situ es decir no pueden
realizarse directamente en el lugar contaminado, por ejemplo
en el campo. Con base en la reaccion de peroxidacion del
luminol catalizada por la enzima peroxidasa es posible propo-
ner, para el monitoreo de la presencia de los agentes
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agroquimicos (Figs. 7-9) u otros contaminantes, un método
que emplea cantidades pequeiias de la enzima (Figura 1),
que cs bastante estable en solucion acuosa (Figura 2) y que
detecta los cambios en la sefial quimioluminiscente. Este es
rdpido y directo, asi como portatil y compacto, por lo que el
resultado puede ser obtenido in situ 0 en linea v en laborato-
rio, evitando el problema de transporte y de la conservacién
de las muestras y proporcionando al mismo tiempo mayor
sensibilidad en comparacion con los métodos actualmente
aceptados por las Normas Oficiales Mexicanas (CNA 1997,
Diario Oficial de Federacion 1993). Los reactivos y el equipo
empleados en el método quimioluminiscente no son muy cos-
tosos y el personal técnico no requiere de capacitacién espe-
cial para manejarlo. Es evidente que el desarrollo de este mé-
todo presenta una buena perspectiva en el campo de las in-
vestigaciones bioanaliticas.
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