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SUMMARY 

Thin-Zuyev chroIlzato,nra~hic-e~tzymatic identi$cation and t/se mode of action of chlorinated 
lzydrocarbon insecticides 

I. It is shown that chlorinated hydrocarbons influence the activity of bovine 
liver esterase. 

2. Most of the compounds inhibit the enzyme, but DDT, DDD, DDE, Perthane, 
and methoxychlor activate it. 

3. After UV-irradiation on thin-layer plates all compounds show strong inhi- 
bition activity against bovine liver esterase. 

4. Almost all of the chlorinated hydrocarbons studied are decomposed by UV- 
irradiation as was shown by their RF-values obtained from thin-layer chromatography 
on Silica Gel G. Although DDT inhibits bovine liver esterase after UV-irradiation its 
insecticidal activity is lost, and it is supposed that this effect is due to inability of 
the new compound to penetrate the insect. 

EINLEITUNG 

Chlorierte Kohlenwasserstoffe sind schon relativ lange als Insektizide bekannt. 
Wenn sie such heute immer mehr von den weniger persistenten Organophosphaten 
und C?rbamaten verdrangt werden, haben sie ihre Stellung dennoch auf einer Reihe 
von “Ahwendungsgebieten behaupten kijnnen. 

‘Ulcer ihren Wirkungsmechanismus liegen trots jahrzehntelanger Forschung nur 
recht sp&.rlichc Informationen vor, wahrend es, hervorgerufen durch das grosse Inte- 
resse der &fentlichkeit an der Detoxifizierung dieser gusserst persistenten Insektizide, 
tiber den Abbau im allgemeinen und den Stoffwechsel im besonderen zahlreiche Pu- 
blikationen gibt. 

Man Weiss mit ziemlicher Sicherheit, dass diese Substanzen prim&r auf clas 
Nervensystem einwirken, wobei das DDT in dieser Beziehung am besten untersucht 
ist. Altere ArbeitenlJ nahmen an, dass eher die motorischen als die sensorischen Nerven 
die Angriffspunkte darstellen, doch konnte inzwischen das Gegenteil bewiesen werdcn. 
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Hohe DDT-Konzentrationen von 1000 p,p.m. zeigten zwar bei amerikanischen 
Schaben eine Wirkung auf motorische Nerven und Muskelfasern, niedrige von 0.01 
p.p.m. hingegen wirkten weder auf die genannten Gewebe noch auf das Zentralnerven- 
system, hatten andererseits aber einen starken Effekt auf die sensorischen Nerven394. 
In welcher Weise DDT jedoch am sensorischen Nerven eingreift, ist noch vijllig un- 
gekkirt, Zwar konnte gezeigt werden, dass es die K +-Permeabilitgt des Nervengewebes 
erhijht” und mit Bestandteilen der Nervenmembranen Komplexe bildetsta, doch wird 
darnit noch nichts iiber den eigentlichen Wirkungsmechanismus ausgesagt. 

Noch weniger ist iiber den Wirkungsmechanismus der ancleren Chlorkohlen- 
wasserstoffe bekannt. Lediglich fur Lindan wurden Veranderungen der Zellstruktur 
im Blut, in1 Fettkorpergewebe, in der Nervensubstanz u.nd den Zellen fast aller Organe 
nachgewiesen7ps. 

TABELLE 1 

NAAME UND STRUICTUR DER UNTERSUCHTEN CHLORKOI~LENWASSERSTOI2PE 

Trivial-Name Clremische Bezeichung 

DD1 

DDD (= ‘I-DE) 

DDE (DDT-Oldin) 

Dicofol (Kelthan) 

Methoxychlor a,z-Bis- (+-methoxyphenyl) - I, I, I - 
trichlorS.than 

Perthan 2,2-Bis-($-Othylphcnyl)-I,I- 
clichlor~than 

Hcxachlorbenzol 1,2,3,4,_j,G-Hexachlorbenzol 

Linclan 

2,2-Bis-(fi-chlorphenyl)-I, I, I- 
trichlodthan 

2,2-I3is-(fi-chlorphcnyl)-x,x- 
clichlorSthan 

2,2-Bis-($-chlorphenyl)-1,1- 
clichlorkthylen 

I, I-Bis-(+chlorphcnyl)-2,2,2- 
trichlor~thanol 

- 
a\ / 

cl 3 Cl 
c-d-n 

-/ 
Ii A 

cI\/ 3 &, - 
a\/ HA 

C’ / 3 cl 

CA 
c!a 

C’ \ / 

u \I 2 9’ 
c-c-u 

C’ 
c&d/ 

\ / 

Y-1,2,3,4,5,6-Hexachlorcyclohexan 

H3C-0 ,-, 

3 

5’ 
ff-rq-Cl 

H3C--O 
H Cl 

\ / 

“gC2 
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TAULLLE I (r/ot’tSCh47a&‘) 

Isoclrin 

Enclrin 

Aldrin 

Dicltlrin 

Hcptachlor 

Hcptachlor-Epoxid 

Chlordan 

Isobcnzan (Tclotlrin) 

Enclosulfan (l’hioclan) 

Toxaphen 

1,2,3,4,1o,1o-Hexachlor- 
x,4,4a,s,B,Ba-hexahyclro-1,4- 
cndo-g,B-cnclo-climcthannaph- 
thalin 

r,z,3,4,ro,~o-Hcxachlor-6,7- 
epoxy-r,4,4a,s,G,7,8,8a-octa- 
hyclro-1,4-cnclo-g,8-enclo-cli- 
mcthannaphthalin 

I ,z. 3,4, IO, Io-Hcxachlor- 
I,4,4a15,8,8a-hc.xahyclro-1,4- 
cndo-5,8-cxo-climctl~annph- 
thalin 

1,2,3,4,x0, xo-Hesachlor-G,7- 
epoxy-1,4,4a,5,6,7,8,8a-octa- 
hydra- I ,4-cnclo-5.8~cxo-cli- 
mctliannaphthalin 

x,4.5,6,7.8,8-Heptachlor- 
3a,4,7,7a-tctrahydro-4,7-cnclo- 
tncthylcn-inclen 

1,4,5.6,7.8,8-Hcptachlor-2,3- 
epoxy-2,3,3a,4,7,7a-hcxahydro- 
4,7-enclomethylcn-inclen 

x,2,4,5,6,7,8,8-Octachlor- 
2,3,3a,4,7,7a-hcxnhyclro-4,7- 
cnclomcthylen-indcn 

1,3,4,s,G,7,8,8-Octachlor- 
r,3,3a,4,7,7a-hexahpdro-4,7- 
methanisobcnzofuran 

6,7,8,g,Io,Io-Hexachlor- 
1,5,5a,G,g,ga-hexidlyclr0-G,g- 
methan-2,4,3-benzoeclioxathicpin- 
g-oxicl 

chloriertes Camphen 
_-._-__- __. _-____..--_ 

Uber die Wirkung der chlorierten Kohlenwasserstoffe auf Enzyme liegen bisher 
nur sparliche Untersuchungen vor. DDT sol1 in den Aminos&urestoffwechsel ein- 
greifen, den Wasserhaushalt stijren sowie Atmungsfermente und den Wasserstoff- 
transfer blockierenD. Unter anderem kommt esin vitro zu einer Hemmung der Succinat- 
Dehydrogenase und Cytochromoxidas9. 

Wshrend die insektiziden Organophosphate und Carbamate durch ihre Hem- 
mung der Cholinesterase einen Hinweis auf ihren Wirkungsmechanismus geben, der 
mit den beobachteten Vergiftungssymptomen tibereinstimmt und diese Hemmeigen- 
schaft in der Analytik dieser Verbindungen eine grosse Bedeutung gewinnt, spreohen 
alle bisher verftigbaren Daten gegen eine Hemmung der Cholinesterase durch chlo- 
rierte Kohlenwasserstoffe uvlO. Bei Modellversuchen zurn Nachweis esterasehemmender 
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Insektizide mit Benzll31droxams~ure konnte EBING~~ jedoch zeigen, dass such dine 
Reihe von Chlorkohlenwasserstoffen mit dieser Modellsubstanz wie Esterasehemmer 
reagieren und auf diese Weise nachzuweisen sind. Es sol1 hier tiber erste Untersuchun- 
gen zur Wirkung von Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden auf Rinderleber-Esterase 
auf dtinnschichtchromatographiscl~er Basis berichtet werden. 

MATERIAL UND METI-IODEN 

Kieselgel G nach Stahl mit cu. 13% C&O,- mittlere Korngrijsse 10-40 p 
(Merck, Darmstadt) ; Methylenchlorid p.A. ; Cyclohexan p.A. 

Die EnzymprZparation erfolgte in Anlehnung an ACKEIIMANN~~, cloth wurde in 
einem Btihler-Homogenisator mit 0.02 M Phosphatpuffer pH 7.0 statt des Wassers 
z min bei Htichstgeschwindigkeit homogenisiert und IO min bei IO ooo x 6 zentri- 
fugiert. Zur Verdtinnung des Rohextraktes wurde der gleiche Puffer genommen. Als 
Substrat diente eine lcurz vor dem Besprtihen angesetzte Mischung aus einer athano- 
lischen P-Naphthylacetat-I&sung und einer wgssrigen Echtblausalz B-Losung in den 
von ACKERMANN~~ angegebenen Konzentrationen. 

Diin?zscttichtclzroutzato~ya~~~~e wzd IlaseiztiziclZZiszclz,ne?2 
Die untersuchten Wirkstoffe in analytischer Standarclqualitat (Tabelle I) wurdcn 

als o. I %ige L&sung in Methylenchlorid angesetzt und auf handgegossene Kieselgel 
G-Platten (5.7 g Kieselgel G werden in 15 ml Wasser suspendiert, auf eine gut gereinigte 
Glasplatte im Format 20 x zo cm aufgebracht und tiber Nacht bei Zimmerternperatur 
getrocknet) aufgetragen und in Cyclohesan entwickelt. ..I 

Dacrchfdihru~zg des empvatisclaen Hewamtestes 
Die Platten werden nach den1 Entwickeln entweder sofort oder nach halbsttin- 

diger Bestrahlung mit ungefiltertem UV-Licht einer Hg-Analysen-Quarzlampe 
(Hanau) mit einem Abstand Strahler-Platte von 30 cm mit Enzymliisung besprtiht 
und in der von ACKERMANN l2 beschriebenen Weise weiterbehandelt. Die Beurteilung 
erfolgt im Falle der Aktivierung kurz nach dem Besprtihen mit Substrat, ini Falle der 
Hemmung zu einem spgteren Zeitpunkt. Die Platten sind anfangs vor iibermassiger 
direk,ter Lichteinstrahlung zu schtitzen. 

Biotest ZZCY Wirhzmg vom wzbelaanzdeltem uml UV-bestrahZtenz DDll 
Die Versuche wurden in Glaszylindern (7.5 x 11.5 cm) durchgefiihrt, auf deren 

InnenoberfXiche der Wirkstoff aus einer Acetonlijsung gleichmassig verteilt wurde. 
Die eine Hglfte der AnsLtze blieb unbehandelt, die andere Halfte wurde 30 min mit 
ungefiltertem UV-Licht bestrahlt, wobei das UV-Licht von oben in die Zylinder ein- 
gestrahlt wurde. Pro Testansatz wurden 50 Drosophila genommen. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Unter den hier angewandten Bedingungen reagieren, wie aus Tabelle II her- 
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TABELLE II 

uNTI3xzE NACHWEISGR~NZEN DBR ~HL~RKOI-IL~NWASSER~TOFFI~ MIT UND 013~~ UV-BESTRAHLU~TG 
INFOLGE’HEMMUNG BZW. AKTIVIERUNG VON RINDERLRBER-IZSTgRhS~ 

Nachwcisgrenzc in /Ag; a = Aktivierung ; s = Fahncnbilclung. 

Substanz Ohme uv- iwit * u v- 
l3cstvahlzcng Bestralahng 

Szlbstanz Ohm UV- lwit uv- 
Bestmlrlung Bcst~ahhrag 

DDT sa 
DDD 5a 
DDE 6s 
Dicofol x 
Methoxychlor 5 a 
Perthan 2a 
Hexachlorbenzol - 
Linclan I 
Toxaphcn IS 

1 

0.25 
I s 

Isoclrin 50 0.25 
En&in I 0.3 
Al&in IO 0.25 
Dieldrin I I 

Hcptachlor I 0.25 
Iieptachlorepoxicl I s 0.3 s 
Chlorclan 5s I s 
Isobenzan 5 0.25 
Enclosulfan 2 0.3 

vorgeht, grundsatzlich alle untersuchten Chlorkohlenwasserstoffe ausser Hexachlor- 
benzol mit Rinderleberesterase, Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu der bisher 
vertretenen Ansicht (vergl. Lit. g, IO und 13), dass chlorierte Kohlenwasserstoffe keinen 
Einfluss auf die Cholinesterase haben. Die Chlorkohlenwasserstoffe DDT, DDD, DDE, 
Perthan und Methosychlor aus der DDT-Gruppe zeigen im Gegensatz zu den anderen 
chlorierten Kohlenwasserstoff-Insektiziden die Eigentiimlichkeit, die Leberesterase zu 
aktivieren. Diese Aktivierung gussert sich auf der Diinnschichtplatte in der Weise, 
dass an den Stellen, wo sich die genannten Substanzen befinden, sehr sclmell rijtliche 
Flecken auf sich langsam fgrbendem hellen Untergrund auftreten. Sie verschwinden 
jedoch nach einiger Zeit, wenn die Substratspaltung auf der Platte weiter fortge- 
schritten ist. Aus diesem Grunde entgingen sie anfanglich dem Nachweis, da die Diinn- 
schichtplatten erst nach abgeschlossener Farbung ausgewertet wurden, wghrend 
sp2iter eine kontinuierliche Auswertung vorgenommen wurde. Diese Beobachtungen 
konnten inzwischen durch eingehendere Untersuchungen mit Humanserum-Esterase 
best at igt werdenld, und such BOGUSZ~~ konnte an Arbeitern, die mit Chlorkohlen- 
wasserstoffen in Bertihrung gekommen waren, ahnliche Tendenzen nachwcisen, wenn 
uns die Daten such nicht signifikant zu sein scheinen. 

Durch Aktivierung mit UV-Bestrahlung kann der Nachweis der Chlorkohlen- 
wasserstoff-Insektizide zum Teil erheblich gesteigert werden (Tabelle II), wobei alle 
untersuchten Wirkstoffe-such die oben genannten aus der DDT-Gruppe-ausnahms- 
10s eine Hemmung der Leberesterase bewirken. Die Nachweisgrenzen liegen dabei mit 
und ohne Aktivierung durch UV-Bestrahlung erheblich unter den beim chemischen 
Nachweis mit Benzhydroxam&ure erzielten Werten 11, Aus dern Verhalten der Insek- 
tizide beim Nachweis mit Esterase und den teilweise extremen Unterschieden in der 
Nachweisempfindlichkeit ist anzunehmen, dass die Reaktionen mit Benzhydroxanl- 
saure und Esterase nach vijllig verschiedenen Mechanismen ablaufen. Ob es sich im 
Falle der Esterasebeeinflussung durch Chlorkohlenwasserstoffe urn eine Reaktion der 
Substanzen mit den1 aktiven Zentrum oder urn eine Bindung an allosterische Orte 
handelt, ist zur Zeit nicht zu entscheiden. 

Wahrend bei Organophosphat-Insektiziden eine Aktivierung durch UV-Be- 
strahlung und gesattigte wsssrige Bromlijsung gleichermassen gut maglich war12, 
ftihrt eine Behandlung der Platten mit gesattigter w&sriger Bromliisung im Falle cler 
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chlorierten Kohlenwasserstoffe zum viilligen Misserfolg, da dann nur noch wenige 
Verbindungen (DDT, DDE und Dicofol) nachzuweisen sind. Auch eine Verminderung 
der Schichtdicke fiihrte zu einem wesentlich schlechteren Nachweis. Der Einfluss 
griisserer Schichtdicken wurde hingegen nicht untersucht. Eine ahnliche Abhangigkeit 
der Nachweisempfindlichkeit von der Schichtdicke der Platten fanden such MENDOZA 
et aZ.10 beim Nachweis von Organophosphaten mit Esterase. 

Die zum Teil erhebliche Steigerung der Nachweisempfindlichkeit nach UV- 
Bestrahlung lasst auf eine Veranderung des Molekiils schliessen, die sich in einer 
h;nderung des RF-Wertes bemerkbar rnachen mtisste. In Tabelle III sind die ~~XI;I- 
Werte der Chlorkohlenwasserstoff-Insektizide bei UV-Bestrahlung vor und nach dem 
Entwickeln in Cyclohexan gegentibergestellt. Es zeigt sich, dass alle Wirkstoffe mehr 
oder weniger stark verandert wurden; denn alle bleiben bei vorheriger Behandlung am 
Start zuriick, wahrend sie bei nachfolgender Behandlung die tiblichen Rp-Werte zeigen. 
Lediglich bei Lindan und Isobenzan findet man neben dern Abbauprodukt grosse 
Mengen der Ausgangssubstanz. Ob Methoxychlor, Endosulfan und Dieldrin sowie 
Chlordan und Heptachlorepoxid Veranderungen erfahren haben oder nicht, ist auf- 
grund des Xp-Wertes in nur einem verwandten Laufmittel nicht zu entscheiden, was 

TABELLE III 

J~R~-WI~RTE ~sz:R CHLORIERTEN KOHLENWASSERSTOFF-INSEKTI~IDE BEI AKTIVIERUNG DURCH UV- 
BESTRAHLUNGVORUNDNACH DEMENTWICKELN IN CYCLOHEXAN 

Subslanz Aktivierung 

VOY nack 
Entwicldung Entwicldung 

Substanz A ktivierung 

VOY 98ach 
Entwickhng IZdrvicklung 

DDT 0 

DDD 0 

DDE 0 

Dicofol 0 

Mcthoxychlor o 
Perthan 
Hexachlorbenzol z 
Lindan 0, 14 
Toxaphen 0, 20 

43 

2 
3.4 
I 

IS 

85 

14 
0, 12, 20, 

2% 45 

Isoclrin 
En&in 
Aldrin 
Dieldrin 
Heptachlor 
Hcptachlorcpoxid 

0 

0, 2 
0, 2 
0 
0 
0 

Chlorclan 0 

Isobenzan 0, 48 44 
Endosulfan 0, 4 

63 
3.5 

64 

5: 
0, 6 13, 

28 
o, 23. 34, 

48, 62 
44 

0, 6 

im Rahmen dieser Arbeit allerdings such von untergeordneter Bedeutung ist. Ftir eine 
Reihe von Chlorkohlenwasserstoffen liegen Untersuchungen tiber die Wirkung von 
UV-Bestrahlung vor. DDT zersetzt sich beispielsweise unter HCl-Abspaltungl’pls, 
wobei such oxydative Vorgange ablaufen -z.B. Bildung von 4,4’-Dichlorbenzophe- 
non18 -wahrend Lindan bestandig sein solllO, was mit den vorliegenden Ergebnissen 
weitgehend tibereinstimmt, Aldrin wird durch UV-Bestrahlung in Dieldrin iiberftihrt, 
das seinerseits bei feiner Verteilung in eine unbekannte Substanz tibergehen solllB. 
Eine andere Arbeit (Lit. 20) berichtet, dass UV-Licht unterhalb 270 nm aus Dieldrin 
ein an der Doppelbindung stehendes Chloratom abspaltet und die gebildetete Penta- 
chlorverbindung ftir M&use vierfach toxischer, fur Fliegen hingegen halb so toxisch 
ist. Ahnliches gilt such fiir Aldrin. Diese Ergebnisse korrelieren mit den hier berichteten 
sehr gut; denn die durch UV-Bestrahlung entstandenen Verbindungen sind St&-kere 
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TABELLE IV 

BEEINFLUSSUNG DER INSEKTIZIDEN WIRKUNG VOX’ DDT DURCH UV-13ESl’RAHLUNG 

Auswcrtung nach 24 11. 

A ufwandmen.ge O-Kontvolle NovmaC UV 
. . . 

‘, IO pg 20 pg IO pg 20 pg 

%ahl cler totcn Ticrc 5 35 47 7 9 
Zahl cler geschkl. Tim-c - 15 3 - - 

Esterasehemmer, was sick bei Mausen, denen die Substanz peroral appliziert wird, in 
einer griisseren Toxizitat der Bestrahlungsprodukte bemerkbar macht, wahrend sie 
bei Fliegen schlechter einzudringen scheint. uber die Wirksamkeit dieser durch UV- 
Bestral\lung aus den Chlorkohlenwasserstoffen entstandenen Substanzen als Esterase- 
hemmer liegen bisher noch keine Informationen var. 

Da UV-Bestrahlung bei den meisten chlorierten Kohlenwasserstoffen zu einer 
signifikanten Erhijhung der Anticholinesterase-Aktivitat ftihrte (Tabelle II), lag die 
Vermutung nahe, dass die eigentliche Wirkung dieser Insektizide nach Ausbringung 
teilweise auf einer solchen Aktivierung durch UV-Bestrahlung beruht. Es wurde des- 
halb fur DDT untersucht, welchen Einfluss eine UV-Bestrahlung auf die insektizide 
Wirkung hat. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengefasst , Es zeigt sich, dass 
die insektizide Wirkung nach UV-Bestrahlung trotz Bildung von Verbindungen, die 
die Leber-Esterase ilz vitro starker hemmen, drastisch vermindert ist. HARRISON et aL2’ 
finden dagegen bei der Untersuchung handelsiiblicher Formulierungen einer Reihe 
van Chlorkohlenwasserstoffen -darunter such DDT-fur DDT und einige andere 
Substanzen dieser Gruppe unter Einfluss von UV-Licht (ktinstliche Bestrahlung und 
Sonnenlicht) eine sehr grosse Persistenz. 

Ahnliche, wenn such nicht so ausgepragte Tendenzen wie beim DDT, lassen sich 
such bei den anderen Chlorkohlenwasserstoffen beobachten. Orientierende Vorver- 
suche haben ergeben, class lediglich bei Dicofol, Dieldrin und Heptachlorepoxid kein 
Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Ansatzen zu existieren scheint, 
w5hrend bei allen tibrigen Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden durch UV-Behandlung 
eine Verminderung der insektiziden Aktivitst einzutreten scheint. Ob die Ursache fiir 
die verminderte Aktivitit der meisten Verbindungen in einer fehlenden Aufnahme 
dieser entstandenen Antiesterase-Substanzen in den K&-per zu suchen ist, oder wir 
uns tiber den Wirkungsmechanisrnus viillig falsche Vorstellungen machen, muss spg- 
teren Untersuchungen mit markierten Wirkstoffen vorbehalten bleiben. Da durch die 
Bestrahlung aber wahrscheinlich polare Substanzen entstanden sind, diirfte wohl eher 
eine verminderte Aufnahme als Ursache fiir die verminderte insektizide Aktivitat in 
Frage kommen. 
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%USAMMENI;ASSUNG 

I. Es wird gezeigt, dass chlorierte Kohlenwasserstoffe die Aktivitat der Rinder- 
leber-Esterase beeinflussen. 

z. ‘Die meisten Verbindungen hennnen das Enzym, wahrend DDT, DDD, DDE, 
Perthan und Methosychlor es aktivieren. 

3. Nach UV-Bestrahlung der Diinnschichtplatten zeigen alle Verbindungen eine 
starke Hernmung der Rinderleber-Esterase. 

4. Fast alle untersuchten chlorierten Kohlenwasserstoffe werden, wie an Hand 
der Xl.?-Werte nach Di_innscl~icl~tchron~atographie an Iiieselgel G gezeigt wird, durch 
UV-Bestrablung zersetzt. Obwohl DDT die Rinderleber-Esterase nach UV-Bestrah- 
lung hemmt, verliert es seine insektizide Wirkung, und es wird angenommen, dass 
dieser Effekt auf der Unfahigkeit der neuen Verbindung berubt, in das Insekt einzu- 
dringen. 
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