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4-($-NITROBENZYL)-PYRIDIN ALS REAGENS ZUR DUNNSCHICHT- 

CHROMATOGRAPHISCHEN BESTIMMUNG VERSCHIEDENER AZA- 

HETEROZYKLEN 

EIXLEITUNG 

4-@-Nitrobenzyl)-pyridin (NBP) ist von GT:TZ UX;D WATTS~ zur schncllen 
lcolorimetrischen Bcstimmung von inselctiziden Organophosphaten verwendet 
worden. WATTS~ modifizierte diese Reaktion, urn sie such in der Papier- und Diinn- 
scl~ichtcl~romatograpl~ie als Nachweisreaktion anwenden zu lconnen. Im Rahmen von 
cltinnscl~iclztcllromatographischen Untersuchungen, betreffend die Trennung von 
Phosphor&i.ureesterns, zeigte Diazinon ein anderes Verhalten als die iibrigen reagie- 
renden Substanzen. WZhrencl letztere namlich zu einem blauen Farbstoff reagierten, 
ergab Diazinon, wie bereits beschrieben3, eine Rotfgrbung, die schon beim Erhitzen 
auf IIOO auftrat und cleren Intensitat durch das alkalische Reagens Tetraathylen- 
pentamin nur noch verstarlct wurde. Wir vermuteten deshalb, dass es sich urn eine 
andere Realttion handle, an der der x,3-Diazinring des Diazinons beteiligt ist, und 
postulierten die allgemeine Anwendbarlceit dieser Reaktion auf Verbindungen mit 
einer zyltlischen x,3-Di-aza-Gruppierung und somit such auf s-Triazine. Dies ware 
umso mehr von Interesse, als in der Dt!mnschichtchromatographie der Triazin-I-Ierbi- 
zide ein.e Reihe von Farbreaktionen angewandt werden, keine jedoch in jeder Hinsicht 
als befriedigend angesehen werden kann. 

GlZGENW&~I’IGER STASD 

Ursprtinglich wurden Triazin-I-Ierbizide in geringen Mengen mit Hilfe der U.V.- 
Spektroskopie bestimmt4, und diese Methode spater such auf Pfdanzen angewandt5va. 
Nach Beobachtungen von SZEICIXX UND LOMBAI~ ist diese Metlzode aber lteineswegs 
allgemein anwendbar. J~RG UND I<RR~MAR* sowie JAICUTIN, MAIXAROVA UND DUBOV*’ 
berichten tiber clie Bestimmung von s-Triazinen mit Hilfe der I.R.-Spektroskopie, 
cloth erscheint die Anwendbarlteit ihrer Methodilc auf praktische Probleme noch 
nicht geniigend geklart zu sein. Uber die Anwendung der Massenspclctroskopie auf clie 
Analytilc dieser Verbinclungen berichten J&G, HOURIET UND SFITELLEII~~. Ver- 
schiedene Autorenll-l4 empfehlen zur Bestimmung von trisubstituierten 1,3,5- 
Triazinen kolorimetrische Methoden. Allen genannten optischen Methoden haftet der 
Nachteil an, dass eine relativ reine LBsung der zu bestimmenden Substanz vorliegen 
muss und tiberdies eine Unterscheidung der verschiedenen Herbizide oft nicht mijglich 
ist. 
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Chromatographischc Methoden lassen eine Unterscheiclung der verschiedenen 
Verbindungen im allgcmeinen zu und beinhalten gleichzeitig eine mehr oder weniger 
weitgehencle Reinigung der Untersuchungslijsung. So beschreiben BEX;FIELD UXD 
CHILWELL*S, CHILWELL ~‘SD HWHE+, MATTSON, KAHRS UXD SCHNELLER~’ und 
BURRE us13 HOI.SW.+DE~~ gaschromatographische und ABBOTT, BUNTING UND THOM- 

sosl”, HESICEL USD EBLSG *O, HESKEL*~, HOSOGAI UKD KAWASHLRO**, SAT,O UND 

S.-W-UISES?~, ST.WJIB.WH et 01.24, YIJRKO~A UXD KLISENKO*“, NEUBERT UND MEI- 
TRODT”~ sowie M.-\ssER~~ diinnschichtchromatographische Methoden. 

Die meisten der genannten Publikationen iiber die Dtinnschichtchromatographie 
der trisubstituierten s-Triazine vergleichen such die verschieclenen Detektionsmetho- 
den, bei deren Gegeniiberstellung offensichtlich wird, dass viele Nachweisreagentien 
fiir die heutigen Anspriiche zu unempfindlich sind uncl die Empfindlichkeit in nahezu 
jedem Fall vom Substituenten in z-Stellung abh&ngt. Im folgenden sei eine kurze 
Ubersicht und Diskussion cler am haufigsten gebrauchten Nachweismethoden gegeben. 

Das hgufig empfohlene Reagens nach Dragendorff, modifiziert nach Munier und 
Macheboeuf, ist verh8ltnism&sig unempfindlich, wobei die unteren Erfassungs- 
grenzen bei I-10 ~g10-20*2*.28 liegen. 

Kaliumplatinjodid liefert untere Erfassungsgrenzen von I--IO r_lg, wie HEXICEL 
C’SD EEISG’O in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen berichten. 

Sprtihen mit wgssrigem Silbernitrat und anschliessendes Bestrahlen mit U.V.- 
Liclit (254 nni)19-“-’ erfordert such bei der Diinnschichtchromatographie Unter- 
suchungsliisungen von relativ holler Reinheit. Dartiber hinaus scheint das Gelingen 
cler Reaktion stark vom Volumen der aufgesprtihten Silbernitratlijsung abzuhangenzs, 

Salpetersaure SilbernitratlBsungen haben bei geniigender Empfindlichkeit den 
Nachteil ciner IO-IS sttindigen Nachbehandlung und werden ausserdem nur fur 
2-Cl-substituicrtc s-Triazine empfohlen*e. 

Silbernitrat in ammoniakalischem Aceton und anschliessendes Bestrahlen mit 
U.V.-Licht wird u.a. such fiir Simazin empfohlen, doch liegt die untere Erfassungs- 
grenze bei 15 ~62~. 

Spriihen mit 0.x X w&ssriger Silbernitratl&ung, die 3 %ig an Methanol oder 
Athanol ist, wird ebenfalls vorgeschlagen”0. Mit diesem Reagens liegen keine Erfah- 
rungen beziiglich 2-Methosy-und 2-Methylthio-substituierter Verbindungen vor. 

Beim Sprtihcn mit Brillantgriin und anschliessencletn Bromieren liegen die 
unteren Erfassungsgrenzen zwischen 0.5 und 2.0 pg. Dieses Detektionsmittel ist 
jedoch gerade den hZufig verwendeten Substanzen Simazin, Atrazin uncl Prometryn 
gegeniiber verhaltnism&sig unempfindlichlO. 

0.25 %iges neutrales Kaliumpermanganat zeigt ebenfalls eine relativ grosse 
Unempfindlichkei t gegen Atrazin (die untere Erfassungsgrenze ist 1.5 pg*O). 

Fluoreszenz-Indikatoren wie die Natriumsalze der S-Hydroxy-pyren-~,S,IO- 
trisulfon&ure und der 3,5-Dihydroxy-pyren-S,xo-clisulfons&re werden ebenfalls als 
Sprtihreagentien vorgeschlagene3, doch haben die Autoren als einziges Triazin-Herbi- 
zid Prometryn untersucht und eine untere Nachweisgrenze van I pg festgestellt. 

Fluoreszenzliischung, bedingt durch den aromatischen s-Triazin-Ring, kann bei 
Verwendung von fluoreszierenden Diinnschichten ebenfalls zur Lokalisierung und 
Bestimmung der Flecken verwendet werden 27. Bei Anwendung dieser Methode liegt 
die untere Erfassungsgrenze der gebrauchlichen Verbinclungen durchwegs unter 

1 pg. 
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Die in die Untersuchung einbezogenen \iirl&o$fe, deren Bezugsquellcn 
Reinheitsgrade sind aus Tabelle I zu ersehen. 

TABELLE I 
UNTl3RSUCI~ITE WIRI<STOFPE 

und 

2-Chlor-4,G-bis(&thylamino)-1,3-g-triazin Simazjn Geigy 

2-Cl~lor-~-~tl~y3an~ino-G-isopropylan~i~~o-~,3,~- Atrazin Geigy 
triazin 

2-Chlor-~,6-bis(isopropylan~ino)-I,3,~-triazin 

2-~Mcthosy-4,G-bis(isopropylamino)-r,3,5- 
triazin 

2-i\2etlloxy-4,G-bis(y-mctl~oxypropylamino)- 
I,g,s-triazin 

2-Methylthio-4-&thylamino-G-isopropyl- 
amino-1,3,5-triazin 

2-Methylthio-4,G-bis(isopropylamino)-1,3,5- 
triazin 

2-Methylthio-4-methylamino-G-isopropyl- 
amino-1,3,5-triazin 

3-Amino-r,2,+triazol 

Propazin 

Prom&on 

Geigy 

Geigy 

G w%w Geigy 

Geigy 

Prometryn Geigy 

Desmetryn Geigy 

Bayer ATA, 
3-Aminotriazol 

\Vepsyn g-Amino-3-phenyl-~-bis(dinictliylamiclo)- 
phosphoryl-1.2,4-triazol 

~-.4mino-~-chlor-2-phenyl-2,3-clihydro- 
pyridazin-on(3) 

O,O-DiZthyl-0-(2-isopropyl-4-mcthyl- 
pyrimidyl-6) -thiophosphat 

O.O-Diathyl-0-(pyrazinyl-2)-thiopliospliat 

1X.4, Pyramjn, ostcrr. Stick- 
Pyrazon stoH\T;erke 

Diazinon Geigy 

Zinophos, 
Nemaphos, 
Thionazin 

Phillips 

Die Chromatogramme auf Kieselgel GF,,,- Diinnscbichten wurden mit einem 
Gemisch von Petroleumbenzin (100-140 ") + Essigskue~thylester (7 + 3) aufsteigend 
entwiclcelt. 

Als Sprtihreagentien verwendeten wir : 
(I) Kaliumplatinjodid: 0.05 g in 5 ml I N HCl gel&t und nit 25 ml ckstilliertem 

Wasser verdtinnt (KP J-Lijsung) . 
(2) 4-@Nitrobenzyl)-pyridin: 2 %ig in Aceton (NBP-L6sung)). 
(3) Tetraathylenpentamin : IO %ig in Aceton (T.%PA-Likung). 
Die entwickelten Chromatogramme wurden zuerst unter der U.V.-Lannpe bei 

einer Wellenlange von 254 nm betrachtet und dabei die FhxeszenzKkhung htge- 
stellt. Nach eventuellem Sprtihen mit der KPJ-Lijsung wanrden die getrockneten 
Dtinnschichten stark mit NBP-Losung bespriiht, an der Luft tmdmm gehssen, 
hierauf 15 Minuten in einem Trockenschrank auf II,O’ erhitit und na~ch dem AbktiaBen 
der Platten leicht mit TAPA-Losung besprtiht. 
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ERGEBNESSE UXD DISKUSSION 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in den Tabellen II und 111 
zusammengefasst. Ausser den angefiihrten Herbiziden haben wir die Insektizide 
Diazinon und Zinophos sowie das Fungizid Wepsyn, haupts%chlich zu Vergleichs- 
zwecken, fiir unsere Versuche herangezogen. 

Aus Tabelle II ersieht man, dass die NBP-TAPA-Reaktion fiir 2-Cl-substi- 
tuierte s-Triazine eine neue Nachweisreaktion darstellt, die empfindlicher ist als die 
meisten vergIeichbaren Reakt ionen. Gegeniiber der Detektion der Flecken durch 
Fluoreszenzlijschung auf fiuoreszierenden Dlinnschichten ergibt sich zwar der Nachteil 
einer chemischen VerBnderung der Substanz, doch dilrfte die Reaktion spezifischer 
sein, da wir beobachten konnten, class die meisten Substanzen, wenn sie fiberhaupt 
mit NBP reagieren, einen blauen Farbstoff ergeben, wie beispielsweise viele aus 
B8den extrahierbare Stoffe. 

Ein Vorteil dieser Reaktion besteht such darin, dass sich Substanzen, wie die 
2-Chlor-substituierten Triazine und Diazinon, mit Wilfe der NBP-TAPA-Reaktion oft 
sogatdann erkennen lassen, wenn an derselben Stelle der Platte eine sich blau fjirbende 

TABELLE II 

REAKYLONEN DER UNTERSUCHTEN WIRICSTOFFE 

IPivksto# Me,n.ge 
z’,n pg 

Mil KPJ Mit NBP + TAPA n~a.ck Mit NBP + 
Real&on nzdl KP J XAPA 

Simazin 
.-\trazin 
Propezin 
Ametryn 
Prometryn 
Desmetryn 
G 3&3o 
Prometon 
Prom&on 
.?\TA 
Wepsyn 
PCA 
Diazinon 
%irBophos 

5 
.a 

3 
5 
5 
5 

z 
20 

5 

z 
5 
5 

schwa&e Ausbleichung 
schwache Ausbleichung 
Ausbleichung 
Ausbleichung 
Ausbleichung 
schwache Ausbleichung 
Ausbleichung 
Ausbleichung 
Ausbleichung 
schwa&e Ausbleichung 
- 
Dunlcelblauf&rbung 
-“Lusbleichung 

RotfPrbung 
RotfLrbung 
RotfKrbung 
schwache RosefBrbung 
schwa&e RosafKrbung 
- 
- 
- 
schwache Blauf~rbung 
- 

- 
RotfKrbung 
.4usbleichung* 

RotfBrbung 
RotfLrbung 
Rotf!irbung 
- 

- 

- 

Rotfkrbung 
Blauf%rbung 

* Auf hellbIauem Untergruncl. 

TXBELLE I I I 

ERFASSUNGSGRESZEN IN l-lg 

NBP-XJPA -Reaktio,n FZs~oves;erzzliiscJ~~u~zg 
bei 

Nacli Okne 
2 jj. llTUz7 

vovawgega,nge,utev vovangegam.gewe 
Reahtio?t mit KPJ Reaktion mit KP J 

SiRlZlZh 150 100 
Atmzin 100 100 
Propazin 150 100 

200 

250 
200 
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zu liegen. ZunYchst sei festgestellt, dass .die Reaktion zur gefgrbten Verbindung 
bereits beim Erhitzen der mit NBP besprtihten Platten auftritt und die Alkalisierung 
der Dtinnschichten nur eine Steigerung der Fsrbintensitat bewirkt, Bei Substanzen, 
die zu blaugefarbten Verbindungcn reagieren, tritt die FZrbung immer erst nach der 
Alkalisierung der Diinnschichten auf. Das alkalische Reagens dtirfte also in uberein- 
stimmung mit dem postulierten Mechanismus unmittelbar an der farberzeugenden 
Reaktion - das ist die Eliminierung von Anion und Proton - teilnehmen. Stir 
trisubstituierte 2-Chlor-I,3,5-Triazine ist eine Reaktion bekannt, die zu gelb gefgrbten 
Verbindungen ftihrt, bei der statt NBP Pyridin verwendet wird. Diese Pyridin- 
Alkali-Reaktion, die erstmals von VOSGERJCEITEN 30 beschrieben und deren Mechanis- 
mus von ZLNCICE und Mitarbeitern~7*“8 untersucht worden ist, wurde ursprtinglich zur 
Bestimmung organischer Basen (z.B.Pyridin) verwendeta” und spater zur Bestimmung 
von I3?lanzenschutzmittelrticl~st~nden herangezogen. Die Bestimmung von Cl- 
substituierten Triazinkiirpern mit Hilfe dieser Reaktion wurde zuerst von BURCH- 
FIELD UND STORRS~~ verijffentlicht und hat seither praktisches Interesse gefunden. 

Der erste Schritt dieser Zincke-Reaktidn ist ein nukleophiler Angriff des 
Pyridins auf den aromatischen Ring des s-Triazins am C-2, wobei ein quarterngres 
Pyridinium-Halid entsteht. Als Reaktionspartner des Pyridins kijnnen bei diesem 
Reaktionsschritt ausser halogenierten s-Triazinen such andere elektrophile Verbin- 
dungen, wie beispielsweise entsprechend substituierte Halogenbenzole, agieren. Nach 
diesem ersten Reaktionsschritt wird am Pyridinring eine Hydroxylgruppe sub- 
stituiert, wobei das Pyridinium-Halid unter Halogenabspaltung in eine Verbindung 
tibergeht, die ein N-substituiertes z-Hydroxy-1,2-dihydro-Pyridin darstellt. Aus 
letztgenannter Verbindung entsteht durch Spaltung der 1,2-Bindung des r,2-Dihydro- 
Pyridinringes mit Alkali eine Schiff’sche Base mit Glutacon-dialdehyd als Aldehyd- 
Komponente, auf welcher die Farbe, die bei derartigen Reaktionen entsteht, beruht. 
Sowohl fiir die Realction, die zu einer BlaufYrbung fiihrt, als such ftir die, die zu einer 
Rotfarbung ftihrt, ist fiir den Pyridinkijrper ein gentigend elektrophiler Reaktions- 
partner erforderlich. Der jeweils zweite Schritt bestimmt dann die Ausbildung der 
Farbung, wobei in einem Fall keine Ringspaltung eintritt und die NBP-Gruppie- 
rung der chromophore Teil des Reaktionsproduktes ist (Bl.aufarbung), wZhrend im 
anderen Fall der Pyridinring gespalten wird und die Glutacon-dialdehyd-Gruppierung 
den chromophoren Teil der resultierenden Verbindung darstellt. 

Die von uns untersuchten Verbindungcn ATA, Wepsyn. und PCA sind offen- 
sichtlich zu wenig elektrophil und machen daher den prim5ren nulcleophilen Angriff 
des Pyridinkijrpers unm8glich. Bemerkenswert ist, dass such die Substituenten des 
I ,2,4-Triazolringes im Wepsyn keinen nukleophilen Angriff zu erlauben scheinen. Irn 
Gegensatz zu Phosphor&.ure-Estern und Thioestern sind Amide der Phosphors5ure 
mit NBP offensichtlich nicht erfassbar. Wie weit sterische Effekte an dieser Reaktions- 
trggheit beteiligt sind, lcijnnen wir nicht entscheiden. Analog scheinen such die Ver- 
h&ltnisse bei den Methylthio- und Methoxy-substituierten Triazin-Herbiziden zu 
liegen, die mit NBP keine Reaktion geben. Die 2-Cl-substituierten Triazin-Herbizide 
ermijglichen offensichtlich den nukleophilen Angriff des NBP. 

Einen Sonderfall stellt das Diazinon dar. Es sind verschiedene Angriffspunkte 
fur das Elektronenpaar des Pyridinringes denlcbar. Ein prim3rer Angriff am Phosphor 
ist zwar naheliegend, doch spricht dagegen die Real&ion zu einer rotgef6irbten Verbin- 
dung, die bei keinem anderen phosphorhgltigen Pestizid beobachtet werden konnte. 
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Fur den nukleophilen 4ngriff des NBP am Pyrimidinring sind prinzipiell die C-Atome 
2,4 und 6 denkbar. Gegen eine Reaktion am C-z oder C-4 spricht, dass unter den 
gegebenen Reaktionsbedingungen eine Abspaltung der Isopropyl- bzw. Methyl- 
Gruppe als Carbeniat-Anion unwahrscheinlich erscheint, obwohl das C-2 des Pyrimi- 
dins, allerdings unter Ausserachtlassung von Substituenten, das elektrophilste aller 
Ringatone ist m. Die Eliminierung des Phosphorsaurercstes als Anion dagegen w&e 
eher verstjindlich. Die Reaktion des NBP am C-6 des Pyrimidinringes wiircle damit an 
einer Stelle erfolgen, die in Bezug auf die vorhandenen N-Atome den Verhaltnissen 
bei s-Triazinen entspricht. 

Ximmt man fur die Reaktionen, die zu einer rotgefarbten Verbindung ftihren, 
den von ZISCKE postulierten LMechanismus an, so ist bei der beschriebenen Reaktion 
die chromophore Gruppierung der Glutacondialdehyd-Teil der entstehenden Schiff’- 
schen Base. Das konjugiert ungesattigte System hat in diesem Fall neben dem end- 
&indigen Substituenten, der aus dem Triazin oder Diazinon stammt, noch am 
/3-C-Atom des Glutacon-dialdehyds eine +Nitrobenzyl-Gruppe substituiert. Diese 
Annahme erscheint nicht unwahrscheinlich, da die s-Triazin-Verbinclungen, die bei cler 
P_yridin-Alkali-Reaktion entstehen, gelbgefarbt sind und die /?-Substitution durch 
eine P-Xitrobenzyl-Gruppe als farbvertiefend und clamit als Ursache fiir die Ver- 
schiebung cler Farbe nach rot angesehen werden kann. Die Tatsache, dass wir 
bereits beim Erhitzen der Diinnschichten, aber vor dem Alkalisieren, eine schwache 
Rotf3rbung erhielten, l&St zweierlei Schliisse zu. Einerseits kann man dem Pyridi- 
nium-Salz die Fgrbung zuschreiben und die Steigerung der Farbintensitst nach der 
T.&P,4-4nwendung als zweiten Reaktionsschritt, n%mlich als Bildung der Schiff’schen 
Base, betrachtcn. Andererseits ware es mijglich, dass die Schiff’sche Base als Ursache 
der F&bung bereits beim Erhitzen in geringem Ausmass entsteht und das Tetra- 
Qthylenpentamin eine Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten des gefarbten 
Endproduktes bewirkt. 

DASK 

Den in Tabelle I als Bezugsquellen genannten Firmen sagen wir fur die freund- 
lithe Uberlassung der Wirkstoffe herzlichen Dank. 

ZUSAMMESPASSUXG 

Es wurde die Reaktion von 4-Q-Nitrobenzyl)-pyridin und Tetragthylen- 
pentamin mit stickstoffhaltigen Heterozyklen untersucht und festgestellt, dass in 
einigen Fallen rotgefgrbte und in einem Fall eine blaugefarbte Verbindung entsteht. 
Die Rotfgrbung ist im Falle von Diazinon und der trisubstituierten 2-Chlor-s- 
Triazine gee&net zur Detektion bzw. Bestimmung der Substanzen auf Dtinnschicht- 
chromatogrammen, da die Reaktion hohe Empfindlichkeit und Selektivitat zeigt. Die 
verschiedenen Reaktionsmiiglichkeiten von 4-($-Nitrobenzyl)-pyridin mit elektro- 
philen Verbindungen werden diskutiert. 

SUM MARY 

The reaction of +(P-nitrobenzyl)-pyridine and tetraethylenepentamine with 
some aza-heterocycles was investigated. In some cases the reaction products are red, 
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while in one case a blue compound was obtained. For the Nde$ecti’on and tesrtim.~~iLioun Ann 
thin-layer chromatograms of diazinon and tri-substituted z-chilo~;o-:s-ltn-kiunes ~!Inis 
reaction has proved to be highly sensitive and selective, The ~eactti~on mme&;seanismxn of 
4-@-nitrobenzyl)-pyridine with clectrophilic compounds is discussed. 
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