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SUMMARY 

T&n-laJ)er chromatografihzic-enzymatic identification of organophosphorzs inqecticides. 
Activation of weak esterasi +uhibitors. 

,, ..’ 

I. RF values of 20 insecticide, esterase inhibitors, determined in solvent systems 
consisting of benzene and acetone in various ratios, are presented. 

2. Employment of different activation techniques considerably, improves the 
detection sensitivity of the initially not, or only .weakly, inhibiting thiono- or dithio- 
phosphoric acid esters, as well as of the phosphonic acid ester trichlorphon. 

3. For the thionophosphoric acid esters parathion, methylparathion and bromo- 
phos, oxidation with an aqueous bromine solution proved ‘superior to the hitherto 
commonly used treatment with bromine vapour. ,‘.’ 

4. An increased .detection sensitivity of dimethoate can only be achieved by 
means of ultraviolet irradiation. The other thionophosphoric acid esters can also be 
detected with high sensitivity in this way. * : 

5. Treatment with ammonium hydroxide improves the detection sensitivity of 
trichlorphon, whereby it is converted into DDVP. I 

EINL’EITUNG 

Die Kombination des enzymatischen Hemmtestes mit chromatographischen 
Verfahren diirfte fiir die Analytik esterasehemmender Verbin’dungen- wie der insekti- 
ziden Organbphosphate und Carbaminsaureester neben der Gaschromatographie 
gr6sste Bedeutung erlarigen. Die gegentiber chemischen Nachweisreaktionen ‘lidhere 
Empfiiidlichkeit, des enzymatischen Memmtestes; auf dem ~Dtinnschichtchromato- 
gramm konnte bereits durch mehrerer Publikationen belegt‘ werdenl-7. Wahrend Lbei 
den .direkt hernmenden ‘Organophosphaten ui-id Carbaminsaureestern ‘die Nachweis- 
grenzen .lediglich von ,den ‘jeweiligen &ethodischen Bedingungen ‘(Tr8gerrinateriaL 
Enzymp&$arat, ‘Substrat) abhangen und ‘der ‘Nachweis von Nanogiamm~Mengen; 
teilweise such Picogramm-Mengen, m~glich ist, liegen die erfassbaren Mengen bei.‘den 
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Thiono- bzw. Dithiophosphorsaureestern nach der bisher iiblichen Oxydation mit 
Bromdampf* UIII Zehnerpotenzen hoher. Betrachtliche Unterschiede in der Nachweis- 
empfindlichkeit bestehen such zwischen dem Phosphonsaurecster Trichlorphon und 
dern daraus, herstellbaren. l?hosphors&ureester DDVP (Dichlorphos) . 

Ziel der Arbeit war, durch Anwendung verbesserter bzw. neuer Aktivierungs- 
verfahren die Nachweisempfindlichkeit der Thionophosphate sowie des Trichlorphons 
zu steigern, diese Verfahren mit der bishcr iiblichen Bromdampfoxydation zu ver- 
gleichen und das Verhalten der direkt hemmenden Phosphate gegeniiber den Aktivie- 
rungsverfaliren zu untersuclien. 

MATERIAL UND RIETHODIIC 

Reagemien 
Kieselgel G nach STAHL mit ca. 13 o/o CaSO, (Merck), mittlere Korngr&se 

10-40~. 

Benzol, Aceton, Chloroform zur Anal., destilliert ; 0.1 n/r Natriumthiosulfat- 
lbsung. 

I Teil Rinderleber wird mit 9 Teilen dest. Wasser in einem Ganzglas-Homogen- 
isator nach Elvehjem-Potter homogenisiert und zur Abtrennung der festen Zell- 
bestandteile 5 min bei 3000 U/min zentrifugiert. Der cnzymhaltige Uberstand wird 
nochmals I: 4 mit dest. Wasser verdtinnt. Die Leber und such das zentrifugierte 
Homogenat sind’in tiefgefrorenem Zustand mehrere Monate ohne wesentliche Aktivi- 
tatsverluste haltbar. 

4 ml einer athanolischen ,8-Naphthylacetat-Stammlosung mit 125 mg fi- 
Naphthylacetat (naphtholfrei) in IOO ml absol. Ethanol werden mit 16 ml einer frisch 
bereiteten wassrigen Diazoniumsalzlosung (ca. 20 mg bisdiazotiertes o-Dianisidin, 
“Echtblausalz B”, “Fast Blue Salt B” in 16 ml dest. Wasser) vermischt. Die 
Substratldsung muss jeweils unmittelbar vor den1 Bespriihen hergestellt werden. 

Die Stammliisungen der in Tabelle I aufgefiihrten Verbindungen enthalten I mg 

Pestizid/ml Chloroform. Durch Verdiinnen mit Chloroform werden die jeweiligen 
Endkonzentrationen hergestellt. Die Pestizide wurden in reiner Form (Reinheitsgrad 
zwischen 95 und IOO %) verwendet. 

,: 
HiAsteZhmg der D@ansch~cht~latten 

.,Die Glasplatten (Fotoplatten g x 12 :cnl) werden mit einem Reinigungsmittel 
eingewei,cl@, anschliessend in .heissem Wasser gewaschen, mit dest . Wasser .und &ha- 
no1 gespiilt und getrocknet. Fiir 4 Platten we&en. IO g Kieselgel G mit 20 ,ml dest. 
Wasser .in einem ,Porzellanmorser angeriihrt, und in einer, Schichtdicke von ,250 ,u 

gleichmassig ,auf. die Glasplatten .aufgetragen,, Die Platten lasst man iiber Nacht .bei 
Zimmertemperatur trocknen:Die Verwendung von .Pufferlijsungen zum Anriihren des 
Ki,osolgels, hat sich nach .unseren langjghrigen Erfahrungen als nicht erforderlich er- 
wiesen; :I ~, ,’ .,: ,’ ,’ 
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TABELLE 1 

IN DIE UNTBRSUCHUNG BINBEZOGENE ESTERASE-INHIBITOREN 

TriviaLName CkemiscyJre Bezeichnung 

Bromophos 
Bromoxon 
Dibrom 
Dichlorphos 

(DDVP) 
Dimethoat 
PO-Dimethoat 
Methylparathion 
Methylparaoxon 
Parathion 
Paraoxon 
Systox 

(Demeton-0) 
Isosystox 

(Demcton-S) 
Isosystoxsulfoxid 
Isosystoxsulfon 
Tinox (Methyl-cle- 

m&on-O-methyl) 
Isotinox (Methyl- 

demeton-S-methyl) 
Isotinoxsulfoxicl 
Isotinoxsulfon 
Trichlorphon 
Carbaryl 

O,O-Dimethyl-O-(4-brom-2,~-dichlorphenyl)-thionophosphat 
O,O-Dimethyl-O-(4-brom-2,~-dichlorphenyl)-phosphat 
O,O-Dimethyl-O-(1,2-dibrom-2,2-dicl~lqr~thyl)-pl~ospl~at 
O,O-Dimethyl-0-(2,2-dichlorvinyl)-phosphat 

O,O-Dirnethyl-S-(N-n~onometl~yl)-carban~yl~nethyldithiophosphat 
O,O-Dim~thyl-S-(N-n~onon~etl~yl)-carban~ylmethyltl~iolpl~ospl~at 
0,0-Dimethyl-0-(+nitrophenyl)-thionophosphat 
0,0-Dimethyl-0-(p-nitrophenyl) -phosphat 
0,0-Diathyl-0-(p-nitrophenyl)-thionophosphat 
0,0-Dikifhyl-,O- (p-nitrophenyl) -phosphat 
O,O-D’i~thyl-O-2-(Bthyln~crcapto)-8tl~ylthionophospl~at 

O,O-Di~tl~~l-S-2-(~tl~ylsulfinyl)-~thylthiolphosphat 
O,O-DiYtliyl-S-2-(~thylsulfonyl)-~thylthiolpl~ospl~at 
O,O-Dimethyl-O-2-(n~ethylmercapto)-Btl~yltl~i~n~pl~ospl~at 

O,O-Dimethyl-S-2-(n~ctl~yln~ercapto)~~thyltl~iolphosphat 

0,0-Dimethyl-S-a-(methylsulfinyl) Githylthiolphosphat 
0,0-Dimethyl-S-2- (methylsulfonyl) -Wlylthiolphosphat 
0, O-Dimethyl- (r -hydroxy-2,2,2-trichlorathyl) -phosphonat 
I -Naphthyl-N-methylcarbamat 

” 

TABELLE II’ 

RF-WERTE VON 20 WIRKSTOFF& IN VERSCHIEDENEN LAhFMITTELSYSTEMEN 

: 

WirkstofiC Lazcfmittel 

Beizol Benzol-Aceton 

xg:r g:r a:r 

Bromoplios 0.88 0.g2 0.95 0195 
Bromoxon 0.06 0.49 0.63 0.78 
Dibrom 0.1g 0.42 ,, .0.70 0.82 
DDVP 0.12 0.35 0.56 0~76 
Dimethoat 0.00 0.x3 0.35 0.60 
PO-Dimethoat 0.00 0.00 0.05 0.18 
Methylparathion 0.57 0.63 0.72 o,g2 

Methylparaoxon 0.00 0.28 0.45 0*71 
Parathion 0.82 0.83 oi86 0.93 
Parioxon 0.04 0.53 0.66 0.78 
Systox 0.00 0.27 0.53 0482 

Isosystox 0.00 0.26 0.52 o.s2 

Isosystoxsulfoxid 0.00 0.27’ 0.53 0~82 
Isosystoxsulfon 0.00’ b.00 0.17 0,60 

Tinox 0.02 q.16 0.38 0.79 
Isotinox 0.00 0.00 o:37 0,42 
Isotinoxsulfoxid 0.00 0.00 0.00 0.04 :, 

Isotinoxsulfon 0.00 0.18 0.07 0,27 ‘, 
Trichlorphon 0.00 o-05 0.08 0.29 

Carbaryl 0.06 0.43 o.56 0175 
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Fliessmittelsystenae 
@r Trennung der Pestizide werden als Flicssmittel ,Benzol bzw. Gemische von 

Benzol-Aceton (19: I, g : I und 2 : I) verwendet. Die damit zu erzielenden mittleren 
RF-Werte sind in Tabelle II zusallllllengestellt. In speziellen Fkillen werden Fliess- 
mittelgemische von +Hexan-Aceton (z.B. Bromophos) oder Methylenchlorid-Aceton 
(z.B. Dimethoat) verwendet. Die Bestimmung der Nachweisempfindlichlceit erfolgt, 
soweit m6glich, im fiir die Fleckenform optimalen Rp-Bereich von 0.20 bis 0.60. 

Bromdampf : Gessttigte Ltisung von Brom in Tetrachlorkohlenstoff. Die Oxy- 
dationslcammer wird durch Einstellen der L&sung mit Bromdampf gesattigt. 

Bromwasser: Zum Besprtihen der Platten wird eine frisch bereitete geskttigte; 
wassrige Bromlosung benutzt. 

U.V.-Licht : U.V.-Analysenlampe, “S 375” ohne Filter; Abstand Strahler-Platte 
cn. 30 cm. 

Ammoniaklijsung: I Teil.konz. Armnoniak wird mit 4 Teilen Wasser verdtinnt. 

Dwchfiihrung des enzymatische92 Hemmtestes 
Nach der Chronlatographie und dem Abdunsten der organischen Lijsungsmittel 

werden die Platten entweder sofort oder nach Aktivierung der schwachen Esterase- 
hemmer bis zum Auffreten einer schwachen Befeuchtung mit der Enzymliisung unter 
Verwendung von Druckluft gleichm&sig bespriiht. ,Zur Durchfiihrung der Hemm- 
reaktion werden’ die Platten anschliessencl30 bis 6o min in einem feuchtigkeitsgesat- 
tigten Brutschrank bei einer Temperatur von 38 O inkubiert, Anschliessend wird, falls 
erforderlich, nach oberflachlichem Antrockncn der Schicht auf gleiche Weise die 
Substratlosung aufgespriiht. Nach einigen Minuten farben sich die Platten durch die 
enzymatische Substratspaltung und ,I<upplung deS dabei entstehenden ,&Naphthols 
mit dem Diazoniumsalz rosa bis rot. Die Inhibitoren werden infolge Ausbleibens der 
Substratspaltung durch belle Flecke angezeigt. Zur En&lung einer maximalen Nach- 
weisempfindlichkeit muss eine ~berdosierung des Eniympraparates, angezeigt durch 
eine sehr rasche und intensiv blaurote Farbung der ,Platten, vermieden werden, 
da zu hohe Enzymkonzentrationen bei s&r kleinen Inhibitormengen nur zu einer 
teilweisen Enzymhemmung und damit zu einem Ablauf der enzymatischen Substrat- 
spaltung such bei Anwesenheit von Inhibitoren fiihren. 

ERGEBNISSR UND DISRUSSION 

Aktivierwzg van ~hiono;bhos~horsiuyeesEenz mit Bromdawz$f 
Im Rahmen der vorliegenden , Untersuchungen werden die Thionophosphate 

nach der chromatographischen Auftrennung zunkhst in Anlehnung an MCKINLEY 
. 

UND READ! mit Bromdampf durch Einstellen der ldsungsmittelfreien Platten in eme 
mit Bromdampf gesattigte Kammer (30 SIX) oxydiert. Bei der anschliessenden Er- 
warmung auf 60” (20 min) wird iiberschi.issiges, adsorbiertes Brom entfernt. Nach 
Abkiihlen der Platten auf annghernd Zimmertemperatur erfolgt der enzymatische 
Nachweis der Inhibitoren’ wie vorstehend beschrieben. Mit diesem Oxydationsver- 
fahren kijnnen die Thionophosphors5ureester Parathion, Methylparathion und Bro- 
mophos in Konzentrationen von 0.2 bis I ng/Fleck erfasst werden (vgl. Tabelle III). 
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TABELLIZ III ., ‘,. ., 

NACH\~EI~C~RI~NZ~~ FUR ORGANOP~~OSPHATE OHNE UND MIT A~cTIVIERUNG.(~~) 

‘Wirkstoff Ohe Bronzdaznj!3f Aktiviwwn~ U,V.-Be- WdSSY&l? 
A ktivierzmg (30 set) mit wdsw. &air lung Ammoniak- 

Bvomldsung (20 min) 1Bsung 
(15 mi92) (15 win), 

l3ron~opl~os 1c.N. * 1.0 
Bromoxon 0.010 0.5 
Dibrom 1.0 k.N. 
DDVP 0.2 ILN. 
Dimcthoat 1c.N. 500 
PO-Dimethoat 5-10 IO-20 

Methylparathion 1c.N. 0.5-I .o 
Methylparaoxon 0.002 0.5-I .o 
Parathion .,’ 1c.N. 0.2 
Paraoxon 0.001 0.01 

Systox IO IO 

Isosysto?c 5 5 
IsosystoysulfoxicJ ,,, IO IO 

Isosystoxsulfqn 1.0 . 
Tinox,: ‘. :, 50 
Isotinox’ :...’ ‘,’ ‘1 

(, ;: 
.fO IO 

Isoti~oxsulfoxid~. ‘I’,,‘. .I0 IO” 

Isoti~oksulfc+, .:. .’ lo. 
Trichloi;phoq,,““, ” ,, go-100 ;:-I00 

Carbaryl’.:, 04 :, ,.oj5 

0,010 1.0 1c.N. 
0,010 0.010 0.010 

I,0 I-5 1.0 

0.5 I-5 500 
;"I0 

L%. 
S-10 

0.010 0.050 ilCN. 
o.ooz 0.002 o.oofj 

o.oofJ 0.010 : 1c.N. ; ‘. 
0.001 o.oor .” 0.602 .‘. 
I .o 

,’ ;’ 1.0 
.Jb’ ,, 

1.0, ,,I.dS ,:’ :, IO, :. ‘( 

Dimethoat’, kisst. sic11 dagegen mit., diesem Oxydations~orfahren~ .nur~:‘:in. l$&&$(fq~ 

> 50’0 ng/Ple’ck Iriach’iveisen,,,Durch ‘die’ nach d~~,~‘~~~~zioxydaticin ri@en$ige E1;Wiir_ 

mung ‘derI:,l?la~~~ri’:w~rden: die, dir~kt!,,‘~~‘fnme;idenl Verl$r$lu~ngon ‘.in -il~r~~,.:Naicli~bis- ‘, .i, 1 ‘..‘,.L, ,’ 
empfin~dlichkeit .w~~i~‘.b~~~~fluiSt;::Dies ‘giIt jeddcli~.h_r;‘lwenn;~.~;i~~~“in’Nanogr~,~~nl- 
&r&c11 y&a, ‘$@-l~~ pro,,:I;l]eck:.,yo~i~~~~~~’ @DV,&,&&~ ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

Manipul,ation; wallrsc~~~~l~~h:,.iri:fol~d ‘ykrdarnpf~ri~~:j:_~~~~~~~i~~~~,~rlb;I~~( Fig.,: ,T &id 
2). Neben ‘d&n, R&We&( k;inn.:diea~s;-.t~~iscll~:‘~~~,~,rhalt~~ .,,, ‘Zur~i~z~ei;t‘~fiii~~~~~~~,,,cii~~,er 
b&den Verbindungen, herangeiogen .$+&den. ,~Ahnliche’ ‘.,ETgebl;is~~‘~:~~~~~~‘,~ bei ??$i- 
Oxydation mit N_BromsuccinimidO ersielt. , (, ; ,‘,. ‘: : :‘, 1’ ; ; 1, “. :,.’ , j’:“: :’ 

Im.Verlaufe derUntersucliunge,n erfolgte die Beobachtung; dass, die NacliweisA 
empfindlichkeit .der mit , Bronidampf oxydierbaren Thionophosphate wesentlich von 
der jeweils herrschenden Luftfeuchtigkeit beeinflusst wird und zwar in dem Sinne, class 
eine hohe Luftfeuchtigkeit eine hdhere Nacli~eisempfindlichkcit ,bewirkt . Demgegen- 
iiber hat die Einwirkungsdauer d&s Bronldampfes (30 set bis 5 .min) bei vergleichbaren 
Crsseren Bedingungen keinen grundsatzlichen Einfluss auf den Nachweis. 

., 

Aktivierzcng von Thzon*~hosi3horsii~~~e~~t~~~ mit. wiissriger Bromliisacng 
Die nicht befriedigenden Ergebnisse bei der Aktivierung der Thionophosphate 

mit Bromdampf und die 0-a. Beobachtungen hinsichtlich der:Beziehung Luftfeuchtig- 
keit-Nacl~weisen~pfindlicl~lceit, veranlassten uns daraufhin, die Oxydation mit g&it- 
tigter wassriger Bromlijsung ,vorzunehmen. Dazu werden die.,entwickelten ;und von 
organischen Liisungsmittel. befreiten Platten bis zum Auf&&n .,einer- schwachen 
oberfl2ichlichen Befeuchtung mit der frisch bereiteten Bromliisung gleichm%sig 

1. ChvOWUZlOg., 36 (rg68) 309-317 
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bespriiht. Nach einer Einwirkungsdauer von 15 min bei Zimlllertemperatur wird das 
iiberschiissige Brom durch leichtes Bespriihen mit einer 0.1 M Natriumthiosulfat- 
L&sung beseitigt. Zu beachten ist hierbei, dass die Tragerschicht durch das mehrmalige 
Besprtihen nicht zu stark befeuchtet wird; evtl. muss vor dem folgenden Aufspriihen 
der Enzymliisung mit einem kiihlen Luftstrom die Oberfkiche leicht angetrocknet 
werden. Der Nachweis der Inhibitoren wird dam-r wiederum, wie eingangs bcschrieben, 
vorgenommen. Mit diesem Oxydationsverfahren ist beim Parathion, Methylparathion 
und Broniophos, im Vergleich zur Bromdampfbehandlung, eine Steigerung der Nach- 
weisempfindlichkeit um etwa 2 Zehnerpotenzen mu erzielen. Auch beim Systox und 
Isosystoxsulfoxid ist eine sichtbare Steigerung der Anzeigeempfindlichkeit, offenbar 
durch die Bildung des Sulfons, festzustellen. ,Beim Dimethoat hingegen fiihrt such 
dieses Verfahren zu l+ner Steigexmg der Hemmintensit&t, (vgl. Tabelle $11). 

’ :,,, ,‘,. .~,,:.:‘:.p: ,i ., :. .‘> .(. ,,.,:, .,1’:.,’ .:;:,., ,..’ .I. 

: 
:i: , 
P)’ , 
;,:;,. , .,’ ,o. {<../ ’ 
,i. , A’ 
ii ,(’ * 
:‘. :. 
.:. ,. < , 
,,’ 
‘.) 
“..:, i 
: 

1: 

\ 

I ,’ 

Pi& ijlr :‘j~D.U~nsch*chtchrom,~~o~~ph~s~h~~n~y~a~i~~~~r~~ Nachvxis von -Esteraseinhibitoren. Auf- 
;.y. ‘:O .:_‘:,,.!,~.l”‘,:;‘~ ir; .,Z,’ zis. .,,;C.,,,‘,,,,:, .,,:~‘.:~~‘,:‘:.,:‘, ..* ,:;::- ’ (., :,,.;., ::,, 

getragcn.vci’n’,i~nl~~‘~~~cl~“re~kits: ‘.Carbaryl jo.116, ,Tri&lorphon IOO ng, Gemisch; Methylparathion 
ho ng, DDVP io’ ng.’ Ohniz Oxyclation ; .Lanfmittel : Bcnzol-A&ton (1: I).. " 

: >. , -.;,.,' '. ,. : .' 

Fig., 2. Dtinnschichtchromatzo~raphisch-onzymatischer Nachweis von Esteraseinhibitoren. 
.’ 

Auf- 
~etragtin van linlcs nach redhts: Carharyl 50 ng, Trichlorphon IOO 116, Gemisch, Methylparathion 
IO ng; ‘DDVP io ng. Mit ‘Bromdampfoxydation; ‘Laufmittol i Benzol-Aceton (z : I). 

., .,, 

Zu bemerken ist, dass durch die Verwendung von Natriumthiosulfat zur Ent- 
fernung des Bromiiberschusses und die damit verbundene Ausschaltung der Erwgr- 
mung DDVP und .Dibron, wie such ,alle anderen direkt‘ hemmen.den Verbindungen, 
ohne Empfindlichkeitseinbusse nachzuweisen ,sind. 

‘,.,,, .’ 

Aktiviermg van Thiono~ho~~h~rsd~~re~~t’~~~, lurch U.V.-Bestralzhng ., 
. Van, verschiedenen Autorenlo-14 .wurde eine Isomerisierung der ,Thionophos- 

phate unter Einwirkung von U.V.-Strahlen festgestellt. Im Verlaufe dieser Bestrahlung 
1 
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steigt die Anticholinesterase-Aktivitat betrachtlich an. Neben der Isomerisierung ist 
dabei a$& eine Oxydation zum Phosphorsaureester info&e der Ozoneinwirkung nicht 
auszuschliessen., 

In unseren’ Untersuchungen bestrahlen wir die Plattcn unter einer U.V.- 
Analysenlampe ‘1 “S 375”. Die Abhgngigkeit der Nachweisempfindlichkeit von der 
Bestrahlungsdauer zgeht aus Tabelle IV ‘hervor. Dabei hat sich fiir die Bestrahlung 
eine Dauer von 15 min, nach vorausgehender leichter Befeuchtung dcr Tragerschicht 
mit Wasser. als &nstig erwiesen (Tabelle IV). 

TABELLE IV ” 

EINFLUSS DBR DAUER DBR U.V.-UESTRAEILUNG~AUP DIE ANTIENZY~fAICTIvIT;iT VON OIMETHOAT 

BestvalrZ‘cLngsdaller. Besckaflenheit der Sckicht 
(win) ‘. Trockm Befeuclrtet 

(w) (wl 

IO go-*00 50 
20 10-50 IO-30 
30 50-100, 16-50 

Bei der Bestrahlung von Methylparathion und Dimethoat auf der Dtiqnschicht- 
platte vor der chromatographischen Trennung konnte als Hauptbestrahlungsprodukt 
des Methylparathions neben zwei nicht naher untersuchten Verbindungen sein, PO- 
Analoges, &s Methylparaoxon, nachgewiesen werden. Auchbeim Dimethoat tritt als 
Bestrahlungsprodukt das PO-Analoge (Fig. 3). Die PO-Analogen als Vergleichssub- 
stanzen wurden nach der Bestrahlung ,aufgetragen. I 

Ausser Dimethoat lassen sich die anderen untersuchten Thionophosphate nach 
der. Bestrahlung ebenfalls mit holler Empfindlichkeit nachweisen. Die Antienzym- 
aktivitat direkthemmender Verbindungen wird, wie aus Fig. 4 sowie aus Tabelle III 
hervorgeht, nicht beeintrachtigt. 

.’ 

A ktivievzcng von TrichZor@ion dacrclz Umlagerzcng rum DDVP 
,In neutraler und alkalischer Losung findet eine Umlagerung des Phosphonsaure- 

esters Trichlorphon in den Phosphorsaureester DDVP stattlh-lO. Diese Umwandlung 
wird in Serum bzw. Organhomogenaten wesentlich beschleunigt, wobei jedoch gleich- 
zeitig eine verstG,rkte Hydrolyse des gebildeten DDVP zu verzeichnen ist.,Aus eigenen 
Untersuchungen iiber die Kinetik der Enzymhemmung mit DDVP und Trichlorphon 
kann geschlossen werden, dass fiir die Enzymhemmung durch Trichlorphon die 
Bildung des DDVP Voraussetzung ist’. 

Aus diesem Verhalten war zu folgern, dass eine Steigerung der Nachweisemp- 
findlichkeit des Trichlorphons durch eine beschleunigte Umlagerutig in das DDVP 
zu erzielen sein miisste. Als ein geeignetes Verfahren hat sich das Bespriihen der Platte 
nach der Chromatographie mit einer verdiinnten wassrigen Ammoniaklijsung (I TeiP 
konz. Ammoniak + 4 Teile Wasser) oder’ das kurzfristige Einstellen der leicht an- 
gefeuchteten Platte in eine mit Ammoniakdampf gesattigte Hammer erwiesen. Die 
damit erreichbaren AktivitZtssteigerungen in Abhgngigkeit von ,der Einwirkungs- 
dauer gehen aus Tabelle V hervor. 
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, # 0 e 
A 8 C D 

‘. 
. . ,‘, ;, .~‘,, ,pI’, :: ;‘,‘:., 1: ;‘) Y ~.‘:.‘.,;si:~~,:: ,::,“.:. ‘V/ ‘,,_,,‘,,; I. ,,,.,,, r.y yi;,: ,/,/ ;’ ’ 

Fig. 3. Bestrahlun8 von Methylparathion und Dimcthoat,auf der:Dtinnschichtplatte ,vor chromato- 
graphischer Trennun~. (A) 
metboat 500 ng; (D) =‘, 

= Methylparathion 50 njj;’ (B) A ‘; Methylparaoxon ,I ng ;’ ; (C) e Di- 

Aceton (9:x). 
PO-Dimethoat. 10.o 118. Bestrahlungsklauer 15 min; Laufmittel Beneol- 

,., .,‘,I ‘, ,. ‘. 

Fi8. 4. Bestrahlung der Dlinnschichtplattenach chromat~graphischer’Ikennun8. (Aufgetragcn von 
links nach,rechts: Parathion 1 ng, l+ethylparathion I, n8; Carbaryl IO 118, Methylparsoxon 
DDVP Io’ng. Bestrahlun~sdauer 15 min; Laufmittel ,Beneol-Aceton Ig : I). 

I ng, 

,’ , ; 

Die Einfiihrung verschiedener ,Aktivierun’g;sverftihren, speziell f iir die Thiono- 
phosphor&tire- ,und den Phosphons&recster Triclil&pholi; schafft ‘die Voratissetzun- 
gen fgi: &i&n empfindli&en’ Nacliweis aller in, ‘I’abelle ,‘I z@gef iihrten insektiziden 
EsteraSehe’timer. ,Die B&timpun& derartig kleiner ~l&k&@i~ ‘xriacht, es m6iglich, die 
Aufarbeitung und ,Rei&igung van ,Extralcten biolo@her M&rialien pflanzlitiher und 
tie&x&r Herkunft auf :ein Mind&mass zu beschr%nken, da Stijrungen von s&en 
mitextrahierter nat’iirlicher St’offe weitgehend ausgeschlossen werden kdnnen20p”l. Durch 
Variieren der l?lie’ssmittelsystenx ‘k&n aus den &+Werten de+ Wirkstoffe und evtl. 

TABELLE V 

STEIGERUNG DhR ANTIENZYMAICTIVIT~T VON TRICNLORPI-ION DURCI-I W~SSRIGZ AllfMONIAIiL6SUNG 

BZW. AMMONIAICDAMPF 

Behandlzutg de4 PZatten unit 

~~ir&.sriger A mWzoloniak~&ung A ~mmoniakdanzpf 

Inkubations- Na.c?tweis- 
daue.v 

Einwirkzmgs- hTacftweis- 
grcnze dauer 

(w&n) 
grenze 

(w) (min) (n6) 

IO 0.5-X o-5 I 
20 0.5-x T.0 I 

.3o 2.0 I 
- \ ;,“I00 

, ,, - 
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vorhandener toxischer Metabolite sowie aus dem Verhalten einzelner Wirlcstoffe 
gegentiber den verschiedenen Aktivierungsverfahren eine Identifizierung der Esterase- 
inhibitoren vorgenommen werden. In bestimmten, von der Nachweisempfindlichkeit 
der jeweiligen Wirkstoffe ,bzw. Wirkstoffmetaboliten abliangigen Konzentrations- 
bereichen ist durch visuellen Fleckenvergleich eine semiquantitative Bestinzmung 
mijglich. 

DANK 

Fiir zuverlassige Mitarbeit danke ich Frau 13. LEXOW, Frl. C. KONNERT, Frl. B. 
EBERT und Frl. E. PLEWICA. 

ZUSAMR’IENl?ASSUNG 
, 

I. Es werden fur 20 insektizide Esteraseinhibitoren die RF-Werte im Fliess- 
mittelsystem Benzol-Aceton unterschiedlicher Mischungsverh&ltnisse angefiihrt. 

2. Durch Anwendung unterschiedlicher Aktivierungsverfahren kann dieNach- 
weisempfindlichkeit der primair nicht oder nur schwachhernmenden Thiono- bzw. 
Dithiophosphorsaureester sowie die des Phosphonsaureesters Trichlorphon betrscht- 
lich gesteigert werden. 

.3. Fiir die Thionophosphorsaureester Parathion, Methylparathion und Bromo- 
phos erweist sic11 die Oxydation mit wassriger Bromlijsung der bisher iiblichen Be- 
handlung mit Bromdampf stark iiberlegen. 

4. Eine Steigeruug der Nachweisen~pfindlicl~keit des Dimethoats ist nur durch 
Einwirkung von U.V.-Strahlen zu erzielen. Die anderen Thionophosphors~ureester 
lassen sic11 dabei ebenfalls mit holler Empfindlichkeit nachweisen. 

5. Eine Steigerung der Nachweisempfindlichkeit des Trichlorphons. ist durch 
Behandlung mit Ammoniak unter Umwandlung zum DDVP mdglich. 
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