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ce cyclohexan et chloroform (d’abord 34-1 part de vol. puis 241 part
de vol.).

Tout les alkaloides qui sont toxicologiquement important et les
médicaments alcalins sauf morphine peuvent étre élué. L’élution de
morphine se fait avee du cloroform pur.

Pour indiquer les étoffes alcalins dans les fractions il y a une possibi-
lité d’analyse de fagon de chromatographie sur couches minces qui a
été développé sous la collaboration de P. Noack. Cette séparation est
fondé sur la comparaison des résultats de Rf qui sont corrigé et qui sont
gagné par les systéms suivants:

I  Couche de Al,O,, chloroform-aceton-acid formique (16:4:1)
IT  Couche de Al,0,, heptan-aceton-chloroform-isopropylamine
(12:3:1,4:0,6)
TIT Coche de gel de silice, cyclohexan-diéthylamine (9:1)
IV Couche de gel de silice, methanol-chloroform-dimethylformamide
(80:15:10)

1] faut absolument révéler en méme temps des témoins qui servent
comme correction des résultats de Rf. Par principe on attire aussi pour
fixer les résultats la technique de chromatographie sur papier.

On parlera plus détaillé de ces méthodes & autre place.

Professor Dr. E. Vipic

Institut fiir gerichtliche und soziale Medizin
der Freien Universitit Berlin

Berlin 33, HittorfstralBe 18

M. GELDMACHER-V. MALLINCKRODT (Erlangen-Niirnberg): Der Nach-
weis der insecticiden Thiophosphorsiureester mit schwefelhaltigen Acyl-
Resten *.

Unter den Insecticiden nehmen die organischen Phosphorsdureester
einen bedeutenden Platz ein. Schon 1937 stellten ScHRADER und
KURENTHAL ein allgemeines Schema auf, nach dem ein organisches
Phosphorsdure-Insecticid aufgebaut sein muBl. Dies wurde 1950 von
ScErADER vervollstindigt und besagt: Es ist mit einem biologisch
aktiven Phosphorsiureester zu rechnen, wenn an finfwertigen Phosphor
Schwefel oder Sauerstoff direkt gebunden ist. Zwei Valenzen des Phos-
phors miissen auBerdem mit Alkoxylgruppen, Alkylgruppen oder Resten
von Aminen (R1 und R2) besetzt sein, wiahrend eine weitere Valenz an

* Die eigenen experimentellen Arbeiten wurden mit Hilfe der Deutschen For-
schungsgemeinschaft durchgefithrt, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren besten
Dank aussprechen. )
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den Rest einer anorganischen oder organischen Sdure, z. B. Fluor, oder
einen aciden Rest, wie z. B. ein Mercaptan gebunden ist (Acylrest).
Ry
R, \Acyl

Schema fiir einen biologisch aktiven Phosphorsdureester nach SCHRADER und KUKENTHAL

Nach diesem Modell sind heute die meisten im Handel anzutreffenden
insecticiden Phosphorsiureester aufgebaut. Hierzu gehoren zahlreiche
Ester der Dialkylthio- und Dithiophosphorsduren:

CH, 0. 0 C,H,0 0
P P
CH,O SH C,H,0 SH
Dimethylthiophosphorsiure Didthylthiophosphorsiure
CH,0 S 0,H,0 S
o o
CH,0 SH C,H,0 SH
Dimethyldithiophosphorsiure Digthyldithiophosphorsiure

Bei einer Reihe der wirksamen Verbindungen enthdlt auch der
Acylrest ein Schwefelatom. Am besten untersucht sind hiervon die-
jenigen Wirkstoffe, bei denen der Schwefel im Acylrest in Thiodther-
bindung-C-S-C- steht. Dies fithrt dazu, daf sie bei den ersten Stoffwech-
selschritten in dhnlicher Weise verdndert werden. Soweit bisher bekannt
ist, erfolgt dort die Umwandlung in Sulfoxyde und Sulfone sowie durch
Entschwefelung am Phosphor in die Phosphorséureester-Analogen
(ForuTo, METCALF, MARCH und Maxox; MarcH, METCALF, FURUTO und
Maxoxn; MeroaLr, MarcH, Fukuro und Maxow; Furvro, WOLFE,
Mzercarr und MarcH; MUHLMANN und Tierz; METCALF, FUKUTO und
MaroH; JUuCckER; BowMaNN und Casipa; N1essEN, Tierz und FREHSE;
Corrin). Damit ergibt sich eine ganze Reihe verwandter Probleme fiir
den Nachweis.

Bei den Wirkstoffen handelt es sich um Ester der Dialkylthio- sowie
Dithiophosphorsduren, die mit den folgenden 5 Verbindungen verestert
sind :

Oxymethylthiodthylather: Thimet

HO—CH,—S—C,H,
Oxymethylthiofithylither

C,H,0 S
>x¢
C,H,0 S—CH,—8—C,H,
Thimet (Phorate)
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(-Oxyithylthiodthyldther: Metasystox, Systox, Thiometon, Disyston
(Systox-Gruppe)
HO—C,H,—S—C,H,
B-Oxyithylthiodthylather

01{30>P 0 02H;.,0>P e
CH,0 \s—02}14—s_02}15 C,H,0 \S—CZH4_S_02H5
Metasystox (Demeton-0O-Methyl) Systox (Demeton; E 1059; Merkaptophos)
CH,0 S CH0 8
o ord
CH,0 S§—C,H,—S8—C,H, C,H,0 S—C,H,—S—C,H,
Thiometon (Ekatin; Ekavit; Disyston (Bayer 19639;
Thiomedon; Thiometen) Dithio-Systox; Thio-Demeton)

a-Oxymethyl- (4-chlorphenyl)-thiodther: T'rithion (auch ein Methyl-
Trithion ist im Handel) -
HO—CH,—$— )0l
«-0xymethyl-(4-chlorphenyl)thioéther

C,H,0 S
24 7T\
C,H,0 S—CH,—8— > cl

Trithion (Stauffer R 1303)
a-Oxymethyl- (2,5-dichlorphenyl)-thiodther: Phenkapton
Cl
HO—CH,—S$—

Cl
a-Oxymethyl- (2,5-dichlorphenyl) thioither
C,H;0 S
211 >P 7 Cl\
C,H,0

N og_s 2 N\
S—CH, s\:<

Phenkapton (G 28029) Cl

4-Methylmercapto-3-methylphenol: Lebaycid

HOQS—CH3
CH,

4-Methylmerkapto-3-methylphenol
CH30> .
P -
CH,O \0—<J\—S—CH3

e,
Lebayeid (Baytex; Fenthion; Bayer 8 1752; Bayer 29493)
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Auf die z.T. komplizierten Isomerieverhdltnisse mdchte ich hier
nicht eingehen, sondern den Uberlegungen jeweils die stabilste Haupt-
komponente zugrunde legen.

Alle Verbindungen sind als Alkylphosphate durch Blockierung des
Enzyms Acetylcholinesterase und anderer Cholinesterasen schwere
Gifte (ErRpDMANN und LENDLE; SCHRADER 1963).

Uber die Giftigkeit der einzelnen Verbindungen orientiert die fol-
gende Tabelle, die die Werte fiir Ratten bei oraler Gabe wiedergibt

(ScHRADER 1963).
LD 50 fiir Ratten bei oraler Gabe

Thimet 1—2 mg/kg
Metasystox 40—60 mg/kg
(Thiolform)

Systox 1,5 mg/kg
(Thiolform)

Thiometon 85-—120 mg/kg

Disyston 3 12,5 mgfkg Q@ 2.6 mg/kg
Trithion 3 30,0 mg/kg 2 10,0 mg/ke
Phenkapton 200—260 mg/kg
Lebaycid 215—245 mg/kg

Dabei ist zu beachten, daB fiir die Wirkung mehrerer der genann-
ten Thiophosphorsdureester ein erheblicher Geschlechtsunterschied
zu bestehen scheint. Zur richtigen Beurteilung der Giftwirkung von
Alkylphosphaten ist die Moglichkeit einer ,,Potenzierung” zu be-
riicksichtigen, die z. B. fur Lebaycid in Kombination mit Malathion,
Coral und Delnav festgestellt wurde (Dusois und Kinosaira). Ein
antagonistischer Effekt wurde fiir Systox und Guthion beschrieben
(Dusors 1958, 1961). Weiter muf auch an die Moglichkeit der Kumulie-
rung gedacht werden, worauf HrcaT und WIRTH sowie PRIBILLA hinge-
wiesen haben. Diese ist besonders beim Lebaycid relativ grofl (Dusors
und KINOSHITA).

In Deutschland sind im Pflanzenschutzmittelverzeichnis 1964 der
Biologischen Bundesanstalt Braunschweig Metasystox-i, Disyston und
Phenkapton als Schiadlingsbekdmpfungsmittel aufgefithrt. Sie stehen
damit einem weiten Bevolkerungskreis zur Verfiigung. Systox und Meta-
systox sind in Deutschland zwar nicht mehr im Handel erhéltlich, doch
finden sich gerade auf dem Lande noch alte Bestédnde, die jahrelang auf-
bewahrt werden. In anderen Lindern sind z. T. andere der genannten
Verbindungen im Gebrauch.

‘Wenn auch bei sachgeméfer Anwendung (Schutzkleidung, Beachtung
der Windverhéltnisse usw.) keine Vergiftungen zu erwarten sind, wie
Prarr und auch Kiivmer und Prasr feststellten, so sind doch durch
Verwechslung mit Medikamenten sowie in suicidaler Absicht entstandene
schwere, oft todliche Vergiftungen vorgekommen. In vielen derartigen
Féllen wird eine gerichtsmedizinische Kldrung der Todesursache verlangt,
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zumal wenn der Verdacht einer kriminellen Giftbeibringung besteht. In
der Literatur finden sich Angaben iiber mehrere Vergiftungen, zum Teil
todliche, mit Systox — die erste wurde 1953 von KArsEr beschrieben —
(Karser; Btice und FLorANGE; NAEVE; VOLKSEN; REINL; MAcHATA;
MarEscH; J. ScEMIDT) und. Mefasystor (FIscHER und KLINGELHOLLER).
Auch wir konnten neben einer todlichen Metasystox- (WEINIG, LAUTEN-
BACH und GELDMACHER-v. MALLINCKRODT) und Systoxvergiftung (GELD-
MACHER-V. MALLINCKRODT) neuerdings eine nicht todliche Vergiftung
mit Lebaycid zusammen mit v. CLARMANN, (v. CLARMANN und GELD-
MACHER-V. MALLINCKRODT) beobachten.

FaBt man die in den genannten Untersuchungen erhobenen Befunde
zusammen, so ergeben sich die folgenden klinischen Symptome, die beson-
ders fir die Systoxvergiftung beschrieben wurden: Kopfschmerzen,
Schwindel, Schwiche, Cyanose, Miosis, Schweilausbruch, Erschwerung
des Sprechens, Sehstérungen, Ubelkeit, Erbrechen, Leibschmerzen,
Durchfall, fibrillire Muskelzuckungen, tonisch-klonische Muskelkrampfe,
Gangstorungen, Extremitétenschwiche, Rigiditét der Muskeln beson-
ders an den Beinen, Herzschmerzen, Atembeschwerden, Lungentdem,
epileptiforme Krampfe. Als unmittelbare Todesursache wird allgemein
der Atemstillstand (O’BrIEN) angesehen.

Die Zeitspanne zwischen Giftaufnahme und Auftreten der ersten
Symptome hingt von vielen Faktoren ab, neben der Natur des Giftes
von Applikationsart, Menge, Magenfiillung usw.

Das pathologisch-anatomische Bild der Alkylphosphatvergiftung ist
nicht absolut typisch. Charakteristisch sind nach Marmscm fir die
Systoxvergiftung in vielen Fiéllen das Lungenédem, die auffallend dunk-
len blauroten bis blaugrinen Totenflecken (Gefdferweiterung durch
Acetylcholin) und die oft in Streckstellung bei exzessiver Totenstarre
fixierten FiiBe mit hakenformiger Dorsalflexion der groflen Zehe.

Die Krankheitssymptome, die pathologisch-anatomischen Befunde
und auch das Ergebnis der histologischen Untersuchung sind bei den
Thiophosphorsidureester-Vergiftungen also relativ uncharakteristisch.

Fir die Diagnose einer Alkylphosphat-Vergiftung sind ferner wesent-
lich die Messung der Cholinesteraseaktivitit in Serwm, Vollblut und Orga-
nen, u. U. auch histochemische Untersuchungen.

Die diagnostische Verwendung der Cholinesteraseaktivitats-Messung
im Serum ist, worauf schon FriepBERG und SAckAl hinwiesen, in der
Praxis durch mehrere Faktoren beschrinkt. Einmal ist die Streuung der
normalen Aktivitit fiir die Cholinesterasen, ganz besonders die Pseudo-
cholinesterasen des Serums, erheblich. Dies mag z. T. daran liegen, daf}
es — erblich bedingt — Personen mit normaler und gegeniiber der
Norm geringfiigig verminderter Serumcholinesteraseaktivitdt mneben
homozygoten Trigern atypischer Cholinesterasen gibt, deren Aktivitits-
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werte auBerordentlich niedrig liegen (Karow), daneben sogar Félle von
erheblich bedingter Cholinesteraseaktivitdt mit einem Wert von prak-
tisch 0 (Liperr, LEamaNN und Sitx; Woorr, Smmpson und Karow).
Auberdem ist bei vielen sonstigen Erkrankungen die Aktivitdt der Serum-
cholinesterase unter die Norm herabgedriickt, bei anderen dagegen wie-
der erheblich gesteigert (STEFENELLI; PIETSCHMANN; ScHILF). Auch
Pharmaka konnen einen Einflul auf die Werte haben (AUGUSTINSSON).
FrizpeERG und SAackal empfehlen daher, nach Messung der Hemmung
einer Reaktivierung mit PAM durchzufiihren, das eine Blockierung der
Esterasen durch andere Pharmaka, wie z. B. Physostygmin, in keiner
Weise beeinfluft. Eine Fermenthemmung, die durch PAM reversibel
beeinflullt werden konne, spreche einwandfrei fiir eine Vergiftung durch
Alkylphosphat. Nicht erfaBbar sind allerdings z. B. DFP und Ompa,
weil hier sehr bald keine Reaktivierung mehr moglich ist.

Durch diese Untersuchung kann bei positivem Ausfall schon ein all-
gemeiner Hinweis auf eine Vergiftung durch Alkylphosphat gewonnen
werden. Zur Sicherung und Differenzierung mufl aber dann der biolo-
gische, chemische und physikalische Nachweis des Giftes oder seiner
Abbauprodukte im Mageninhalt, den Korperflissigkeiten oder den
Organen hinzukommen.

Voraussetzung hierfiir ist zundchst eine zweckméifige Aufbewahrung
und Aufarbeitung. Die Aufbewahrung des Untersuchungsmaterials erfolgt
nach den Erfahrungen der Riickstandsanalyse (FREmSE und NIESSEN)
am besten durch Lagerung bei —15 bis —20°C. Bei Kiihlschranktempe-
ratur und erst recht bei Zimmertemperatur sind durch Fermenttitigkeit
und Einwirkung von Bakterien (ABMED, Casipa und Nicmors; GELD-
MACHER-V. MALLINOKRODT) Verdnderungen der Molekiile zu befiirchten.

Die meisten fiir den Nachweis angegebenen Verfahren erfordern,
falls nicht ein Originalprdparat vorliegt, die Anreicherung der Wirk-
stoffe und eine gewisse Vorreinigung. Praktisch immer wird vorherige
Mazeration verlangt (FrREHSE und NIESSEN).

Als Methoden zur Isolierung und Reinigung kommen Extraktions-
verfahren sowie die Wasserdampfdestillation in Frage. Fiir die Extrok-
tion (FrEESE und NigsseN; GuNTHER und Briny; HeaTH; CHILWELL
und HARTLEY) werden zwei unterschiedliche Wege vorgeschlagen:

1. Extraktion durch mit Wasser nicht mischbare Lésungsmittel
(Laws und WEBLEY). Dies empfiehlt sich jedoch wegen Emulsionsbil-
dung weniger, als

2. die Extraktion durch mit Wasser mischbare Losungsmittel. Beson-
ders geeignet erscheinen hierfiir Aceton oder Methanol.

Hohere Temperaturen sollten bei der Extraktion nicht ohne vor-
herige Priifung auf Unschidlichkeit angewandt werden (CHILWELL und
HARTLEY).
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Andere Autoren empfehlen vor Durchfithrung eines Nachweisver-
fahrens die Wasserdampfdestillation, die sich bei der Isolierung wvon
Parathion aus Mageninhalt und anderem Material bewshrt hatte
(DErxoscH, JaxscH, LEUTNER und MAYER; Scamipt, G.; MacHATA).
Die einzelnen genannten Thiodther-Derivate sind unterschiedlich fliich-
tig. Bei Anwendung von Reinsubstanz oder Originalpréparat gelingt es
in der Systoxgruppe (GELDMACHER-v. MALLINCERODT) und beim Lebay-
cid (IrupAYASAMY und NATARATAN) weitgehend, den Wirkstoif in an-
nehmbarer Zeit, {iberzutreiben. Dies ist jedoch nicht mehr der Fall, wenn
man von fetthaltigem Material, wie z. B. Mageninhalt ausgeht, wobei ein
erheblicher Anteil im Destillationsriickstand verbleibt (GELDMACHER-
v. MALLINCKRODT). — Bei der Wasserdampfdestillation von Systox und
Metasystox wurde die Abspaltung von -Mercaptodthylthiodthylather
beobachtet, deshalb sind u. U. sehr kleine Mengen infolge Zersetzung
auf diesem Weg nicht zu isolieren (GELDMACHER-vV. MALLINCKRODT).

Es ist nicht moglich, mit Hilfe der Wasserdampfdestillation den
Wirkstoff véllig rein zu erhalten, denn mit dem Wasserdampf kénnen
andere fliichtige, auch schwefel- und phosphorhaltige Substanzen mit
ibergehen, worauf DErkoscH, G. SCEMIDT, MACHATA sowie FISCHER
und SprEcHT hingewiesen haben. Die schwefelhaltigen Verbindungen
kénnen aus faulenden Organen (LorkE und O. SceMIDT) und gekochtem
Fleisch (RuBNER; KrAMLIOH und PEARSON) aber auch aus pflanzlichem
Material (RUBNER; BurcHFIELD und STORRS) stammen. Nicht vergessen
sei, daB auch Losungsvermittler von Pflanzenschutzmitteln in das Was-
serdampfdestillat gelangen, wie z. B. Xylol aus alten Metasystoxpripa-
raten, die einen wertvollen kriminalistischen Hinweis geben kénnen
(WaINI¢, LAUTENBACH und GELDMACHER-V. MALLINCKRODT).

In den eingeengten Extrakten sind viele der im folgenden genannten
Nachweisverfahren durchzufithren. Fiir spezielle Verfahren, wie z. B.
die TR-Spektrophotometrie, oder die Bestimmung physikalischer Daten
sind weitere Reinigungsschritte erforderlich.

Die Reaktionen zum Nachweis wmfassen zunichst solche, die den
ungespaltenen Wirkstoff erfassen. Hier sei an erster Stelle genannt der
biologische Test (Sux; NeupHAM; UNTERSTENHOFER), den schon Dotz-
AUER und NaArvE 1955 bei ,uncharakteristischen Sektionsbefunden®
empfohlen haben. Der biologische Test ist dhnlich wie die Messung der
Cholinesterasechemmung eine unspezifische Methode zum Nachweis von
Insecticidriicksténden, besitzt jedoch auBerordentlich hohe Empfindlich-
keit, die meist ein bis zwei Zehnerpotenzen iiber derjenigen chemischer
Verfahren liegt. Er baut auf der Feststellung der Todesrate, der Ab-
sterbegeschwindigkeit oder anderer physiologischer Antworten der Ver-
suchstiere bzw. Mikroorganismen auf. In der Literatur ist eine Fille von
Testorganismen beschrieben worden, die eine zum Teil sehr unterschied-
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liche Empfindlichkeit den einzelnen Wirkstoffen gegeniiber besitzen.
In unserem Institut haben wir zundchst mit der Stubenfliege Musca
domestica gearbeitet, sind aber dann der auBerordentlich einfachen
Zuchtbedingungen (WEINMANN) wegen auf Drosophila melanogaster
tibergegangen.

Bei der Auswertung des Testes ist auf eine Reihe von Fehlermaglich-
keiten zu achten. Zunéchst konnen mitextrahierte Substanzen aus bio-
logischem Material die Toxicitét des Insecticids maskieren, falls dies in
sehr geringer Menge vorliegt (SUN), sodann ist auch an die gelegentlich
vorhandene Toxicitdt von Organextrakten zu denken, die bereits allein
eine insecticide Wirkung entfalten kénnen. Toxische Komponenten sind
aus Leber, Gehirn und Niere (Lava) nicht Vergifteter sowie auch aus zahl-
reichen pflanzlichen Teilen (FEINSTEIN und JACcoBsON; NEGHERBON;
SuwN, Pavraskiz und Suw; HarrzeLL; NorLan und Wincoxon; TER-
RIERE und INeALsBE) gewonnen worden. Auch manche Medikamente
haben starke Insecticidwirkung; wir konnten dies z. B. bei der Unter-
suchung von Mageninhalt bei einer Schlafmittelvergiftung fiir Roeridorm

OH
|

C,H,—C — C=CH
CH=CH(!
A thyl-g-chlorvinyl-3-4thinyl-carbinol (Ethchlorvynol, Roeridorm, Placidyl, Arvynol)

feststellen. Weiter ist die Insecticidresistenz mancher Stdmme zu be-
achten (O’Brren; Karow; NreHERBON; BrOWN). Ein gewisser Nach-
teil des biologischen Testes ist seine mangelnde Spezifitdt, der Haupt-
vorteil jedoch, daB er ein sehr empfindliches AusschluBiverfahren fiir
Insecticide darstellt.

Als weiteres biologisches Verfahren kann die Messung der Cholin-
esterase-Hemmung in vitro erfolgen. Danach ist bei positivem Ausfall
des biologischen Testes, durch den alle Insecticide erfafllt werden, der
Nachweis auf diejenigen einzuengen, die Hemmer der Cholinesterasen sind.

Fiir den. genannten Zweck ist es ausreichend, mit den Pseudocholin-
esterasen des Serums zu arbeiten, falls es nicht von Tréigern atypischer
Esterasen stammt. Bei Anwendung des Verfahrens muf8 daran gedacht
werden, dal viele Organophosphatinsecticide, vor allem die Thiono-
phosphate, nur schwache Cholinesterasehemmer sind, und zuvor oxydiert
werden miissen. Dies gilt auch fir die meisten Vertreter der hier be-
sprochenen Gruppe (FrEESE und NIESSEN; SCHRADER; ARCHER und
Zwrie). — Bei der Untersuchung von Extrakten z. B. aus Mageninhalt
ist zu beachten, dall konzentrierte Pflanzenextrakte eine merkliche
Hemmung auf die Serumcholinesterase ausiiben kénnen (ORGELL;

Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med., Bd. 57 21
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OreELL, VAaibvyAa und Damm; Roupe; HArRRIS und WHITTACKER;
MEenN, MoBamx und Dermis). Deshalb erscheint auch hier eine Reakti-
vierung durch PAM zweckméBig.

FrrepBERG und SACKAT arbeiteten mit der manometrischen Methode
von AMMON, als Substrat diente Acetylcholin. Wir priiften (GELp-
MACHER-V. MALLINOKRODT u. KAISER) einige andere Substrate und
Verfahren, die eine schnellere Bestimmung erméglichen sollten und fan-
den dabei, dall PAM als solches in der Lage ist, das in der Methode von
Matx, MiLEs und BrA™ verwendete Substrat Orthonitrophenylbutyrat
zu spalten. Bei Verwendung anderer Substrate als Acetylcholin, u. U.
auch bei Verwendung anderer Reaktivatoren als PAM ist also Vorsicht
geboten.

Eine sichere Identifizierung der Thiophosphorséureester ist nur durch
physikalische und chemische Verfahren méglich.

Die Ermittlung der physikalischen Daten der Wirkstoffe wie spezifi-
sches (ewicht, Brechungsindex, Siedepunkt usw. dirfte meist an den
geringen zur Verfliigung stehenden Mengen und der ungentigenden Rein-
heit der aus biologischem Material isolierten Substanz sowie an dem
héufigen Vorliegen in Isomeren-Gemischen scheitern.

Garan wandte 1962 die Polarographie zur Bestimmung von Systox,
Disyston, Thimet und deren Oxydationsprodukten erfolgreich an.
Durch Kombination mit der Papierchromatographie war er in der Lage,
die Spezifitit des Verfahrens noch zu steigern.

CouLsoN, CavanacH und STUART berichteten 1959 erstmals iber
den direkten gaschromatographischen Nachweis von Systox neben E 605
und Malathion, weitere Arbeiten folgten (BARRETTE und PAYFER;
Egar, Hammonp und Tromsox). Das Verfahren der mikrocoulometri-
schen Gaschromatographie (CoursoN, CAVANAGH und DE VRIES; BosIN;
NErrsox) ist inzwischen fiir Insecticide weiter ausgearbeitet worden.
Ein gewisser Nachteil gaschromatographischer Verfahren liegt in der oft
mangelnden Sperzifitdt. Die Identifizierung der einzelnen Peaks setzt
Erfahrung, Vergleich mit Standard-Proben und oft zusdtzliche Anwen-
dung anderer Analysenverfahren voraus.

Der Infrarot-Spektralbereich ist bei Vorliegen in der erforderlichen
Reinheit zur Identifizierung und quantitativen Bestimmung von Thio-
phosphorsdureestern, inshesondere nach Oxydation zu den Sulfoxyden
und Sulfonen, sehr geeignet (FrEHSE und NIESSEN; SCHRADER 1963;
Briny und GunTHER; GUNTHER ; FREHSE, NIESSEN und T1E7Z; CORRETT;
CrospY und Laws; YU-SHIE-CHEN).

Die Aufstellung einer Absorptionskurve im uliravioletten Bereich kann
als Nachweisverfahren fiir Thimet sowie die Systox-Gruppe nicht
herangezogen werden, da sich bei den reinen Préparaten in diesem Be-
reich keine Absorptionsmaxima finden. Dagegen gibt es typische Ab-
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sorptionskurven fiir Lebaycid (ScHraDER 1960) und Phenkapton
(STAMMBACH, DELLEY, SUTER und SzERELY), fiir Trithion sind sie zu
erwarten.

Fiir den papterchromatographischen Nachweis sind eine grofle Anzahl
von Laufmittelsystemen und Entwicklungsreagentien angegeben wor-
den (FrEHSE und NTESSEN ; GETZ; BATORA). Sie alleerlaubeneineschnelle
Orientierung, besitzen jedoch allein fiir forensische Zwecke unzureichende
Spezifitét.

Sehr bewihrt hat sich bei uns (GELDMACHER-v. MALLINCKRODT) die
diinnschichtchromatographische Priifung auf Thiophosphorsiureester
nach BAuMLER und RIPPSTEIN, besonders in Verbindung mit dem biolo-
gischen Test.

Die in der Literatur verschiedentlich erwdhnten Triibungs- und Farb-
reaktionen der verschiedenen Thiophosphorsdureester mit Quecksilber-
jodid-jodkalium (VOLESEN), Goldchlorid (VOLRSEN; (GRosskOPF), Nitro-
prussidnatrium (VOLESEN; ScHREIBER) und dem Reagens nach Forin-
CrocALtEU (VOLKSEN) erwiesen sich bei der Priifung (GELDMACHER-
v. MALLINCKRODT), Wie zu erwarten, zwar haufig als empfindlich, aber
sehr unspezifisch. Zahlreiche andere schwefelhaltige und auch nicht-
schwefelhaltige Medikamente und korpereigene Substanzen lieferten
dhnliche Reaktionen.

Neben dem Nachweis des ganzen Molekiils kann die Erfassung der
Molekiilspaltstiicke die Identifizierung weiter sichern. Der Nachweis
von Phosphor, Schwefel und Chlor ist unspezifisch. Hiermit haben sich
FrErsE und NIESSEN kritisch auseinandergesetzt. Sie machen darauf auf-
merksam, daf} z. B. pflanzliches Material einen relativ hohen Phosphor-
gehalt hat, der mitextrahiert werden kann. DalBl im Wasserdampi-
destillat von Mageninhalt und Organen phosphor- und schwefelhaltige
fliichtige Verbindungen vorhanden sein kénnen, die nicht aus Thiophos-
phorsdureestern stammen, wurde bereits erwihnt.

GUTENMANN hat 1963 zur Bestimmung von Thiophosphorsiureester-
Insecticiden eine gaschromatographische Variante der Alkoxyl-Be-
stimmung nach ZEIsEL empfohlen, wodurch die CH,0- und C,H,0-
Gruppen erfafit werden. Fiir den forensischen Nachweis eines Insecti-
cids ist dies gleichfalls zu wenig spezifisch. Dagegen kann das Auffinden
der ganzen Dialkylthiophosphorsiure-Komponente nach FiscEER und
KLINGELHOLLER schon ein wertvoller Gruppennachweis fiir die Thio-
phosphorsiureester unter den Cholinesterase-Blockern sein.

Die endgiiltige Identifizierung kann daran anschlieBend durch den
chemischen und physikalischen Nachweis des jeweiligen Acylrestes er-
folgen.

1. Zum Nachweis des Thimet ist die Formaldehydbildung aus der
Methylengruppe (Oxydation zum P = O-Sulfoxyd, Spaltung mit starkem

21%
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Alkali und anschlieBend Farbreaktion des entstandenen Formaldehyd
mit Chromotropséure) empfohlen worden (Gia¥s und ScHECHTER). Dies
Vorgehen erscheint nicht sehr spezifisch (Grane und ScHECHTER 1960)
gibt aber nach vorheriger diinnschichtchromatographischer Isolierung
(Briny 1963) doch einen guten Hinweis. Wir konnten einen dem Nach-
weis der Systoxgruppe entsprechenden gaschromatographischen Nach-
weis des Acylrestes nach Hydrolyse durchfithren.

2. Uber den Nachweis von Systox und Metasystoxr durch hydrolytisch
abgespaltenen -Mercaptoathylthiodthyldther oder die bei der alkalischen
Verseifung reichlich entstehenden Athandithioldther, der gaschromato-
graphisch, diinnschichtchromatographisch sowie kristalloptisch méglich
ist, haben wir bereits in Graz (WrINI¢, LAUTENBACH und GELDMACHER-
v. MarriNckroDT) und Minster (GELDMACHER-V. MALLINCKRODT und
WEIGEL) berichtet. Zusammen mit dem diinnschichtechromatographi-
schen Verfahren von BAumrEer und RrepsTrIN ist auf diese Weise eine
Unterscheidung zwischen den 4 Estern des 3-Oxyithylthiodthyléthers
moglich.

3. Fur T'rithion wird eine fiir forensische Zwecke ungentigende Farb-
reaktion des hydrolytisch abgespaltenen p-Chlorthiophenol mit 2,6-
Dibrom-N-chlor-p-chinonimin angegeben (ParcarrT), auBerdem der
Nachweis von freigesetztem Formaldehyd mit Chromotropsédure, u. U.
nach diinnschichtchromatographischer Reinigung (Briny). Gaschroma-
tographischer Nachweis siehe EcaN u. Mitarb.

4, Auch fir Phenkapton wurden unspezifische Farbreaktionen des
Thiophenols beschrieben (StaAMMBACH, DELLEY, SUTER und SZEKELY;
HarpoN, BRUNINK und van der Por). Eine recht selektive Bestimmung
erlaubt die Reaktion des abgespaltenen Dichlorthiophenols mit Chlor-
essigsiure zu 2,5-Dichlorphenylthioessigsdure und Kondensation zu
einem rot gefirbten Thioindigoderivat (STAMMBACH, DELLEY, SUTER und
SzErELY). Stérungen sind allerdings z. B. durch das sehr &hnlich ge-
baute Trithion zu erwarten. Hinen gaschromatographischen Nachweis
haben Eeaw u. Mitarb. angegeben.

5. Hiraxo und Tamura berichteten im April dieses Jahres iiber den
Nachweis von Lebaycid nach Hydrolyse: Der abgespaltene Acylrest
liefert mit 4-Aminoantipyrin in alkalischer Losung und Gegenwart von
Natriumperjodat eine Farbreaktion, die spektrophotometrisch ausge-
wertet wird.

IruDAYASAMY und NATARAJAN schlagen zur Bestimmung gleichfalls
die Hydrolyse und sodann den Nachweis des 4-Methylmerkapto-3-Methyl-
phenols durch die UV-Absorptionskurve oder colorimetrisch nach Kupp-
lung mit diazotierter Sulfanilséure vor.

Zusammen mit v. CLARMANN konnten wir eine iiberlebte Vergiftung
durch Lebaycid beobachten. Da eine solche bisher nicht beschrieben
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wurde, mochte ich etwas ndher auf Symptome und Nachweis
eingehen:

Fin 25jahriger Mann nahm gegen 119 Uhr eine nicht ndher bekannte
Menge Lebaycid zusammen mit Alkohol auf. /, Std spéter Erbrechen,
starker Schweiflausbruch, schlieBlich BewuBitlosigkeit. Die Pupillen
waren sehr eng. Nach Einlieferung in die Toxikologische Station des
Stadtischen Krankenhauses Minchen rechts der Isar wurde der Patient
kiinstlich beatmet und erhielt Atropin bis zur Pupillenreaktion sowie
Toxogonin. Um 13% Uhr setzte die Spontanatmung wieder ein. Der
Patient erholte sich langsam. Auffallend war die relativ hohe benétigte
Toxogonin-Menge. Dies kann vielleicht teilweise erklirt werden im Zu-
sammenhang mit Versuchsergebnissen von Dusors und KmvosHITA, die
bei Ratten mit Atropin und PAM praktisch keine protektive Wirkung
bei Lebaycidgaben feststellen konnten. '

Zur Untersuchung standen uns Blut, Mageninhalt sowie Urin zur
Verfiigung.

In dem sofort nach der Einlieferung entnommenen Serum war die
Cholinesteraseaktivitdt praktisch auf Null abgesunken.

Der Mageninhalt zeigte im biologischen Test starke insecticide Wir-
kung. In dem Atherextrakt der Magenspiilfliissigkeit konnte diinn-
schichtchromatographisch nach BAumMLER und RrppsteIN eine Fraktion
mit insecticider Wirkung in Hohe der Wirksubstanz Lebaycid, die als
Vergleich mitgefithrt worden war, gefunden werden, Diese besaB bei der
spektrophotometrischen Messung im UV-Bereich die fiir Lebaycid ange-
gebene Absorptionskurve (SCERADER 1960).

Bei der Aufarbeitung nach FiscHErR und KLINGELHOLLER konnten
wir keine Dimethylthiophosphorsidure finden, — warum, konnte noch
nicht geklirt werden, — jedoch den Acylrest des Lebaycid, den wir auf-
grund seiner UV-Absorptionskurve und auch papierchromatographisch
sowie diinnschichtchromatographisch nachwiesen.

Uber die Stoffwechselprodukte der bisher besprochenen Thiophosphor-
sédureester beim Menschen ist nur bekannt, daB nach Aufnahme von
Systox bzw. Metasystox ein phosphorhaltiges und ein schwefelhaltiges
Abbauprodukt noch ungeklirter Natur im Harn zu finden waren (WIrTH;
Fisourr und KrmwgELHOLLER). Da der Acylrest des Lebaycid einen
analytisch leichter faBbaren Benzolring enthilt, versuchten wir, im Harn
des Vergifteten Lebaycid-Stoffwechselprodukte zu finden. Deshalb arbei-
teten wir ihn nach FiscHER und KriNeELHOLLER auf. Bei der diinn-
schichtchromatographischen Untersuchung konnten wir keinen Anhalts-
punkt fir die Anwesenheit von Dimethylthiophosphorsiure finden. Bei
Auftrennung des Extraktes nach BAumLeR und RipesTEIN jedoch wurde
eine Fraktion gefunden, die in ihren Rf-Wert und den Farbreaktionen
mit N-Bromsuccinimid-Fluorescein (Coox) und diazotierter Sulfanil-
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siure dem 3-Methyl-4-Methylmerkaptophenol entsprach und auch die
hierfiir typische UV-Absorptionskurve besal. Die quantitative Auswer-
tung ergab etwa 40y-% 3-Methyl-4-Methylmerkaptophenol im Harn.

Hieraus 146t sich allerdings nicht sagen, ob Lebaycid unverindert im
Harn ausgeschieden wird, oder ob, dhnlich wie bei E 605, der Acylrest
schon vorher im Organismus abgespalten wurde.

Bei den weiteren analytischen Arbeiten auf dem Gebiet der insecti-
ciden Thiophosphorsdureester mit Thiodther-Gruppierung muB nun
den Hauptmetaboliten, ndmlich den Sauerstoff-Analogen, dem Sulfoxyd
und Sulfon, sowie eventuell auch Isomeren, Aufmerksamkeit geschenkt
werden.

Eine Reihe der fiir die unverdnderten Wirkstoffe giiltigen Analysen-
verfahren ist sicher auch hier anwendbar. Neue Isolierungs-Probleme
treten aber durch die grioBere Wasserloslichkeit auf. Daneben macht die
Identifizierung des Acylrestes bei Belegung des Schwefels mit Sauerstoff
grofere Schwierigkeiten.

Diese Untersuchungen sind umso wichtiger, als in einigen Fillen die
Sulfoxyde bereits als Schadlingsbekdmpfungsmittel kommerziell einge-
setzt werden, so daBl mit Vergiftungen zu rechnen ist.

Bisher sind auf dem Markt erschienen Metasystoxr R, (das Sulfoxyd
des Metasystox) sowie Mefasystox S, das Sulfoxyd eines hoheren Meta-
systox-Homologen.

CH, O, _ 0 o

> I '
CH,0O \S——CH —CH,—8—C,H;
Metasystox B

CH,0 0
> \ |
CH,O S— CH—CH —S—C,H,

CH3
Metasystox S

Zusammen mit MACHBERT haben wir uns mit dem Nachweis des
Metasystox R befaBt. Der biologische Test sowie die Priifung auf Dial-
kylthiophosphorsdure nach FrscEEr und KLiNeELHOLLER brachten die
gleichen Ergebnisse wie bei Metasystox. Daneben sind papierchromato-
graphische, gaschromatographische IR-spektrophotometrische und oscil-
lographische Verfahren angegeben worden, (s. ARTHUR und CASIDA;
Crospy und Laws) die aber fiir forensische Zwecke oft nicht anwendbar
sind, oder keine ausreichende Spezifitét besitzen.

Es lag nahe, den fiir die Systoxgruppe ausgearbeiteten spezifischen
Nachweis des Acylrestes auf Metasystox R anzuwenden. Mierzu war
allerdings eine Reduktion des Sulfoxyds zum Thiodther erforderlich.
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Dies gelingt leicht mit Natriumdisulfit im wiBrigen, schwach salzsauren
Milieu. Nach entsprechender Aufarbeitung konnen dann die fiir die
Systoxgruppe bereits bekannten gaschromatographischen, kristallopti-
schen und diinnschichtchromatographischen Identifizierungsverfahren
angeschlossen werden.

Ich darf den systematischen Analysengang, den wir fiir Thio- und
Dithiophosphorséureester mit einer Thiodthergruppe im Acylrest an-
wenden, zusammenfassend angeben :

Aufbewahrung der Asservate bei —15° bis —20°C, Anreicherung und
Reinigung des Wirkstoffes durch Wasserdampfdestillation oder Extrak-
tion, Konzentrierung und sodann

1. Durchfithrung des biologischen Testes. Positiver Ausfall spricht
fiir die Anwesenheit eines Insecticids.

2. Priifung der Cholinesterasehemmwirkung. Positiver Austall spricht
fur die Anwesenheit eines Alkylphosphats. Die Reaktivierbarkeit durch
PAM kann das Ergebnis sichern.

3. Durchfithrung der Reaktion nach FiscrER und KLINGELHOLLER.
Das Auffinden von Dimethyl- und Didthylthiophosphorsiure spricht fiir
die Anwesenheit von Thiophosphorsiureestern.

4. Dimnschichtchromatographische Priifung nach BAumMrER und
RrepsTeIN. Dies gibt einen ersten niheren Hinweis auf die Natur des
vorliegenden Wirkstoffes.

5. Nachweis des eine Differenzierung erlaubenden Acylrestes, sowie
falls méglich, UV- und IR-spektrophotometrische und gaschromato-
graphische Untersuchungen.

Bei Vorliegen eines Sulfoxydes mufl u.U. ein Reduktionsschritt vor
den Identifizierungsvorgang eingeschaltet werden.

Die Priifung auf den Acylrest und die Alkylthiophosporsduren sollte
auch im Urin erfolgen.

Zum Nachweis einer Vergiftung sind aufierdem die klinischen, fein-
geweblichen, pathologisch-anatomischen und biochemischen Befunde zu
beriicksichtigen.

Zu den Thiophosphorséureestern mit schwefelhaltigem Acylrest kann
man auch eine Gruppe von Insecticiden rechnen, die meist symmetrisch
aufgebaut sind und bei denen Schwefel nur an Phosphor, nicht an
Kohlenstoff wie bei den eben besprochenen Thiodthern gebunden ist,
ndmlich Delnav, Ethion, Sulfotep, N PD und Phostex.

C,H,0
0,H,0 s—CH  om,

. [ I Delnav

CHO\ ~S—CH CH,

C,H,0
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CH O\ 0C,H,
/ \ \> < Ethion
C,H,0 S—CH,—S 0C,H,
C,H,0 S 8 0C,H,
>PLOAP< Sulfotep
C,H,0 0C,H,
nC,H,0 S S 0C,H,
>PZ‘O—§P< ’ NPD
nC,H,0 0C,H,
CH,
GHO\ 8 S\, 0~ CH Phostex
P P \CH,
C,H;0 S S 0C,H;

Ethion und Sulfotep sind im Pflanzenschutzmittelverzeichnis 1964
der Biologischen Bundesanstalt Braunschweig aufgefiihrt. Als Insecti-
cide (SCHRADER 1963) geben sie einen positiven biologischen Test,
auBerdem ist bei allen eine Hemmwirkung auf die Cholinesterasen zu
erwarten (SCHRADER 1963), die fiir Ethion (ArRcHER und Zwzrie) und
Sulfotep (Giane und Hari) bei einem Bestimmungsverfahren ange-
wandt wird. Auch iiber die Methoxyl- bzw. Athoxylgruppe (GUTEN-
MANN und Lisg) -— dies Verfahren wurde fiir Ethion entwickelt —
sowie nach FiscHER und KriNe¢BLHOILER — fiir Delnav konnten die
Autoren dies zeigen — diirften alle zu erfassen sein.

Delnav zeigt charakteristische TR-Banden (ArRTHUR und Casipa),
auBerdem beschrieb DUNN eine sehr spezifische Nachweisreaktion. Sie
beruht auf der katalytischen Spaltung des Wirkstoffes durch Queck-
silberchlorid in Athylenglykol, HCl und Glyowal, welches in das gut
charakterisierbare 2,4-Dinitrophenylhydrazon tibergefihrt wird. Diinn-
schichtchromatographischer Nachweis: Braithwaite, gaschromatographi-
scher Nachweis: EcaN u. Mitarb.

Auch fiir Ethion ist der Nachweis iiber das IR-Spektrum angegeben
worden (GUNTHER, BrixN und CarmAN), aulerdem ist es — relativ
spezifisch nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung — ebenso
wie z. B. Thimet iiber die Farbreaktion des aus der Methylengruppe ent-
standenen Formaldehyd mit Chromotropsiure zu erfassen (BLINN).
Gaschromatographischer Nachweis: Ecan u. Mitarb.

Fiir die Anwesenheit der Thiophosphorsgureester NPD und Phostex
kann allenfalls der n-Propyl- bzw. Isopropylrest einen Hinweis geben.

Bei den beiden zuletzt genannten Verbindungen sind wir zur Zeit noch
nicht in der Lage, einen forensisch befriedigenden Nachweis anzugeben.

Das ist die analytische Situation, in der wir heute stehen. Zur Zeit
sucht die Schidlingsbekdmpfung nach neuen Wegen, die geeignet sein
sollen, Gefahren fiir die Bevolkerung zu vermindern.
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So laufen Versuche mit dem Ziel, durch synthetische Duftkoder die
mannlichen Schédlinge in unfruchtbare, kaum besiedelte Gegenden zu
locken, um sie dort mit den herk6mmlichen Mitteln zu vernichten.

Seit Jahren wird auch schon versucht (Kwrering), die sogenannte
,»Selbstvernichtungsmethode® durch Aussetzen steriler Insektenménn-
chen — die Sterilitdt kann durch radioaktive Bestrahlung oder durch
chemische Mittel ereicht werden (BorKOVEC) — anzuwenden. Dies hat
bei Einzelaktionen schon zur Ausrottung ganzer Insektenpopulationen
nach wenigen Generationen gefiihrt.

Trotzdem dirften fiir die nédchsten Jahre die heute dargestellten
Probleme fiir die forensische Toxikologie weiterhin von Bedeutung sein.

Zusommenfassung

Es wird ein Uberblick iiber die Methoden zum forensischen Nachweis
insecticider Thiophosphorsdureester mit schwefelhaltigem Acylrest ge-
geben, und ein systematischer Analysengang hierfiir vorgeschlagen. Im
einzelnen werden besprochen:

a) Thiophosphorsdureester mit einer Thiodther-Gruppe im Acylrest
(Thimet, Systox, Metasystox, Disyston, Thiometon, Trithion, Phencapton,
Lebaycid, Metasystox R).

b) Delnav, Ethion, Sulfotep, NPD, Phostex.

Summary

A survey over the methods of forensic detection of pesticidal thio-
phosporic acid esters with a sulfurcontaining acyl-group has been given,
and a gystematic means of analysis for this has been proposed. In
particular the following have been spoken of:

a) thiophosporic acid esters with a thicether-group (Thimet, Systox,
Metasystox, Disyston, Thiometon, Trithion, Phencapton, Lebayecid,
Metasystox R).

b) Delnav, Ethion, Sulfotep, NPD, Phostex.
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G.MacHATA (Wien): Der chemische Nachweis des Dopings beim Sport.

Die meisten nationalen Sportverbdnde besitzen Verordnungen gegen
das Doping. Die Verordnungen sind nicht alle gleich, doch ist ihr wesent-
licher Inhalt, dafl das Dopen prinzipiell verboten ist. In den Bestim-
mungen ist fiir uns der wesentlichste Teil, welche Tatbestinde zum
Doping fithren. Die &sterreichische Dopingkommission legt diesen Tat-
bestand mit folgendem Satz fest: ,,Doping ist die Verabreichung oder
der Gebrauch von kérperfremden Mitteln in jeder Form und physiologi-
schen Mitteln, in abnormaler Dosis oder auf abnormalem Wege zuge-
fithrt, mit dem Ziel der unfairen Leistungssteigerung.

Dieser Satz ist in den weiteren Bestimmungen ausfithrlich erldutert
und durch namentliche Anfiihrung verschiedener Drogen eindeutig fest-
gelegt. Dazu gehdren z. B. Psychopharmaca, Analeptica, Morphinal-
kaloide und Strychnin, ebenso wie auch Athylalkohol.

Bei solchen weitgehenden Forderungen mufl auch die Moglichkeit
geschaffen werden, Kontrollen durchzufiihren. Jeder Teilnehmer an
einer Wettveranstaltung ist daher verpflichtet, seine Kleider, Sport-
gerdte, Gepéck, Verpflegung sowie seine Korperausscheidungen (Harn)
untersuchen zu lassen.

Die Frage an den forensischen Chemiker ist nun die Nachweisbarkeit
verschiedener, zum Dopen verwendeter Substanzen, die Moglichkeit einer
allfdlligen Aussage iiber Dosierung und Kérperpassage® 2 345, Dazu
kommt, dafi das Untersuchungsergebnis eindeutig sein und auch rasch
vorliegen muBl. Deswegen ist es nicht einfach, solche Untersuchungen
durchzufithren. Schon aus Griinden der gréSten Erfahrung, kommen
nach unserer Meinung nur gréBere toxikologisch-chemische Labora-
torien, allenfalls gut eingerichtete klinisch-chemische Laboratorien, in
Frage. Zur Forderung der Schnelligkeit der Analyse sei nur darauf ver-
wiesen, dafl zum Beispiel nach Beendigung eines Rennens in der Zeit bis
zur Siegerehrung die Analyse fertig sein muB, da es nicht angingig ist,
nachtréglich eine Reihung zu éndern und einen Siegespreis abzuerkennen.



