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CIIROM. 4063 

I[Slber ein Spruhreagens zuti dtinnschichtchromatographischen Nachweis 
Cholinesterase hemmender lnsektizide 

EPSTEIN UND DEMEIC~ beschrieben eine analytische Reaktion, deren Kinetik sie 
igz vitro spektrophotometrisch untersuchten. Rei dieser Methode sollte das bevorzugte 
Reagieren von Cholinesterase hemmenden Phosphors5urederivaten mit Hydroxam- 
sauren ausgenutzt und der Reaktion dieser Verbindungen mit dem Enzym selbst 
vergleichend gegentiber gestellt werden. 

Wir untersuchten, inwieweit sich diese Reaktion ffir den dtinnschichtchromato- 
graphischen Nachweis Cholinesterase hemmender Insektizidwirkstoffe einsetzen lasst. 
Der Nachweis beruht auf der bevorzugten Reaktion der Cholinesterasehemmer, 2.13, 
insektizider Phosphors%.rreester, mit Benzhydroxams~ure (vgl. Lit. I). 
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Das Zwischenprodukt I zerfillt spontan 
im Benzhydroxams&.rreteil. 
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bei gleichzeitiger Lossenscher Umlagerung 

N=C=O 

Mit tiberschtissiger l3enzhydroxamsSi.ure reagiert das Phenylisocyanat wie folgt : 

Die Anwesenheit des Cholinesterasehemmers verhindert so die von der Hydroxam- 
saure katalysierte alkalische Hydrolyse des 2-Azobenzolnaphthyl-(I)-acetats zum 
roten z-Azobenzolnaphthol-(I) : 
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Die mit Cholinesterasehemmern bedeckten l?l&zhen mtissen sich also Weiss vom roten 
Untergrund der besprtihten Dtinnschicht abheben. 
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Die getesteten Wirkstoffe (in analytischer Standardqualitat) wurden auf hand- 
gegossene Kieselgel W-Platten aufgetragen (3.5 g Kieselgel W wurden in 15 ml Wasser 
suspendiert auf eine Glasplatte vom Format zo x 20 cm verteilt), Fliessmittel: 
Cyclohexan-Dioxan (7 : 3). Sandwich-Verfahren (zwei beschichtete Platten im Ab- 
stand 2 mm eingestellt), Laufstrecke 10 cm. 

Als gtinstigstes Nachweisverfahren erweis sich nachstehende Methode : Zuerst 
wird mit 0,001 M Natriumtetraboratpuffer, pEI g, deutlich nass gespriiht. Nach leich- 

TAE3ELLE I 

UNTERE NhCHWEISGREN%EN DER PHOSPHORS~URl%ESTER 

Chlorfenvinphos 
Dibrom 
Dichlorphos 
Mcvinphos 
Paraoxon 
Phosphamiclon 
Schradan 

tern Antrocknen erfolgt massig starkes Spriihen meiner 2 l 10-3 M L6sung von Renz- 
hydroxams%ure (Schuchardt, ggO/Jg) in Wasser. Nach abermals leichtem Antrocknen 
wird schliesslich massig mit einer 2.5 l IO -3 M Lijsung von 2-Azobenzolnaphthyl- ( L)- 
acetat in Aceton nachgesprtiht. Die Platten werden sofort IO Min. lang einer Tempe- 
ratur von 80” ausgesetzt. Die Werstellung des 2-Azobenzolnaphthyl-(I)-acetats er- 
folgte wie bei EPSTEIN UND DEMEIC~ beschrieben. 

Reszcltate wad Diskzcssiort 
In den Tabellen I-IV 

angegeben, die aufgrund der 

TABELLE II 

UNTERE NACHWEISGRBN%EN DER 

sind die unteren Nachweisgrenzen fur die Wirkstoffe 
ihnen zugeschriebenen Cholinesterase hemmenden Wir- 

Nachweis- 
gnmze 
(t%) 

Nachweis- 
gvertze 
(w, 

Bromophos 
Broinophos-&thy1 I[$ 

12 838 1oo (5) 
Enclothion 10 (5) 

Chlorthion 
:: ;:j 

Fonchlorphos - (3) 
Coumaphos Fonitrothion 
Coumithoat - (101 Fcnthion ;: $7) 
Dcmcton-0 - (3) Oxyclcmcton-methyl IO (io) 

Dcmeton-0-methyl 10 (IO) Parathion 25 (25) 
Dcmeton-S 
Demeton-S-methyl 3 Id 

Parathion-methyl 25 (25) 
Vamiclothion 3 (0.5) 

Diazinon , 50 (3) Zinophos 100 (0.5) 
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TABELLE III 

UNTERE NACI-IWEISGRENZE DER DITEIIOPWOSPI<ORS~UREESTER 

NaGhWeiS- Nachweis- 
gt%?WA.? gvevm 

(ml (PL?l 

Azinphos-&thy1 - (3) 
hzinphos-methyl 
Carbophenothion I[$ 
Carbophcnothion-methyl 100 (10) 

Dimethoat - (3) 
Dioxathion IO (IO) 

Disulfoton - (3) 
Disulfotonsulfon roe (5) 
Ethion - (IO) 

Formothion 
Malathion 
Mcnazon 
Methiadathion 
Morphothion 
Phenlcapton 
Phenthoat 
Phorat 
Thiometon 

3 (0.5) 
100 (0.5) 

1 I:; 

- (3) 
- (25) 

roe (25) 
- (25) 

100 (JO) 

lcung die Farbstoffbildung unterbinden, das heisst einen weissen Fleck auf rotem 
Grund verursachen sollten. Die Ergebnisse in Klammern wurden erhalten,nachdem 
die Dtinnschichtplatte vor dem Besprtihen 15 Min. mit ungefiltertem U.V.-Licht be- 
strahlt worden war. 

Belcanntlich erfolgt die Cholinesterasehemmung vornehmlich durch die schwe- 
felfreien Phosphorsaureester. Deshalb wird der Nachweis der Verbindungen cler 
Tabelle I nach U.V.-Bestrahlung such nicht empfindlicher. Bei vielen schwefelhal- 
tigen Phosphors%..rreestern der Tabellen II und III wird der Nachweis nach U.V.- 
Behandlung deutlich empfindlicher oder tiberhaupt erst mijglich. Ftir einige dieser 
Substanzen, bei denen’dies nicht erzielt wurde, lcann angenommen werden, dass eine 

TAl3ELLE IV ’ 

UNTERB NACMWBISGRENZ.EN ZNSEKTIZIDBR CARBAMATE 

N-Monomethyl- Nachwcis- 
cavbamate gvenzc 

(Cc& 

N,N-Dimethyl Nachweis- 
carbarnatc gvcnze 

(tW1 

Carbaryl 
Mothiocarb 
Minacide 
Zectran 

Dimctan 
Dimctilan 
Isolan 
Pyramat 
Pyrolan 

weitergehende Oxydation einer Verbesserung der Nachweisen~pfindlicl~keit entgegen- 
wirlct. Die Ergebnisse beim Parathion und Parathion-methyl bleiben uns allerclings 
unverst andlich *. 

Mit besonclerem Interesse erwarteten wir das Resultat bei den insektiziden 
Carbamaten (Tabelle IV). Dass die Cholinesterase hemmende Wirkung der Carbamate 
von den unvergnderten Wirlcstoffen ausgetibt wird, scheint mit der Unbeeinflussbar- 

l Inzwischcn gelang es uns, die Nachweisempfindlichkeit bci clcn Nitrogruppen tragenden 
Wirltstoffen Parathion, Parathion-methyl, Chlorthion und Fcnitrothion durch cinstz’lndigc Bc- 
strahlung mit ungefiltertem U.V.-Licht auf durchwag 5 ~1% hcrunterzudrilckcn. Offcnbar ist zur 
Uawandlung der duroh die aromatischc Nitrosubstitu tion r esonanzstabilisicrten Wirkstoffen in 
die realctio.nsfShige Form tin hoherer Encrgieaufwand erforderlich. 
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TABELLE v 

UNTERE NACHWEISGRENZEN DERN-PNENYLCARBAMATE 

Nacltwcis- 
gventc 

(P6) 

13arbsn IO (I) 
CEPC 25 (25) 
ChlorbufsLm 25 (25) 
Chlorpropham 25 (25) 
CPPC 25 (25) 
l?l~cnmccliphnm 25 (25) 
Propham 10 (5) 

keit dcr Ergebnisse durch U.V.-Einwirkung bestatigt zu werden. In der ansonsten 
sehr unterschiedlichen Reaktivitat dieser Carbamate gegentiber Benzhydroxamsaure 
vermiigen wir keine Geset zmassigkeit zu erkennen. 

Tabelle V zeigt, dass such die herbizidwirksamen N-Phenylcarbamate mit 

TABELLE VI 

UNTERE NACI-IWEISGRENZEN DER WERBLZIDBN TI-ILOLCARBAMATE 

Nacltwcis- 
grc4zzc 

(cc& 

Dinllat 
Eptam 
Pcbulntc 
Triallnlz 
Vernoktc 

- (I) 

1 I;?) 

- (I) 
- (25) 

Benzhydroxamsaure reagieren und den Nachweis verfalschen kijnnen. Ahnliches gilt 
fur die herbiziden Thiolcarbamate (Tabelle VI). Hier zeigt sich deutlich, dass offenbar 
nur die 0-Analogen, vermutlich die freien N,N-DialkylcarbaminsBuren, zu reagieren 
vermiigen. 

TABELLE VII 

ST&RUNG DES NACHWEISES DURCH INSEICTI%IDE CMLORKOIIl~ENWASSERSTOI’PE 

Nachweis- Nachweis- 
gvcnze grcnzc 
(I%9 (Yb-9 

Al&in Czsl (f4 
Chlorclan E”;; I”;; 
DDD 2. 2 
DDE -- 

D DT 
Dicofol F51 Yz 
Diclclrin - (25) 
Enc$OS&f~;-n -. @)I 

Ea&%n &xq bl 

Hoptachlor [SOI (50) 
Hcptachlorcl~oxicl - - 
Woxslchlorbcnzol - - 
Isobcnzan - (3) 
Tsoclrin CSOI (50) 
Linclan -- 

.Mcizl~oxychlor 
=4+$7x r I. . c. co,_ (3) 

t5 .i - &a> 

Tmca~hen [$Q (Jig 
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Besonders bcdauerlich ist die Feststellung, dass eine Reihe insektizider Chlor- 
kohlenwasserstoffe (Tabelle VII) nach U.V.-Bestrahlung gleichfalls Produkte liefern, 
die mit Benzhydroxams5ure reagieren, einige unverstandlicherweise in recht emp- 
findlicher Grbssenordnung. Etliche dieser Wirkstoffe verursachen in den in eckige 
Klammern gesetzten Mengen such ohne U.V.-Belichtung zunZ.chst helle Flecken. 
Diese Flecken verschwinden jedoch nach mehreren Stunden viillig. Alle “echten” 
Farbstoffbildungshemmflecken der anderen Verbindungsklassen sind dagegen mehrere 
Tage lang sichtbar. 

Aufgrund des Gesamtergebnisses kann ausgesagt werden, dass die Benz- 
hydroxamstiurereaktion nur m%.ssig spezifisch auf die sogenannten Cholinesterase- 
hemmer angewendet werden kann. Das allgemeine Empfindlichkeitsniveau liegt 
wesentlich tiber dem des enzymatisch-diinnschicl~tcl~romatograplzischen Nachweises 
der insektiziden Phosphorsaureester (vgl. Lit. 2). Dagegen ist die Sicherheit und 
Reproduzierbarkeit des beschriebenen Verfahrens sehr gut. Ftir eine Reihe clefinierter 
Fragestellungen, besonders fur den Nachweis der schwefelfreien Phosphors&treester 
sowie von Vamidothion, Formothion, Carbaryl, Dimetan und Dimetilan ohne U.V.- 
Behandlung dtirfte das Sprtihreagens von Nutzen sein. 

Fiir sorgfaltige Mitarbeit bei der Untersuchung des umfangreichen Materials 
wird Frau A.-M. TURGAY besonders gedankt. Den Firmen Aglukon, American 
Cyanamid, Badische Anilin- und Sodafabrik, Bayer, Cela, Chemische Fabrik Mark- 
tredwitz, Deutsche Ortho, Dow Chemicals, Geigy, Hercules Powder, Merck, Mon- 
santo, Montecatini, Rh6ne-Poulenc, Riedel de Haen, Rohm & Haas, Sandoz, Schering, 
Shell, Spiess & Sohn, Stauffer Chemical Corp., Union Carbide, Velsicol wird ftir die 
freundlicherweise tiberlassenen Wirkstoffe gedankt. 

17astita4t fiir P~aaazeazscJaact~zlu~ittelfovscJaacaag der 
Biologisclten Batndesa~astah! j%ir Land- mad Forstwirtsclaaft, 
D I BeGa 33 (B.X.D.) 
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CNROM. 4070 

Thin-layer chromatographic separation of the products of the reaction 
between p-chloro- or p-bromonitrobenzene and sodium methoxide by spot 
transfer 

When dealing with the reduction and substitution products of a reaction 
between fi-chloro- or $-bromonitrobenzene and sodium methoxide, the resulting 
mixture of products contains, among others, the following compounds: $-methoxy- 
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