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SUMMARY

Influence of ultraviolet irradiation on the thin-laver chvomatography of insecticidal phos-
phoric acid esters and on their detection by the benzohydroxamic acid reaction

While chromatographing insecticidal phosphates on thin layers and after ultra-
violet irradiation, secondary components are produced. The type and amount of
these substances may be variable depending on environmental factors. Nitro aromatic
substituted phosphates hydrolyse to some extend to their nitro phenols. These should
be responsible for the enhancement of their detection by benzohydroxamic acid
reagent after ultraviolet irradiation. In the case of parathion, no paraoxon is de-
veloped after ultraviolet irradiation.

EINLEITUNG

In einer kiirzlich erschienenen Arbeit! untersuchten wir die Eignung einer von
EPsTEIN UND DEMEK? beschriebenen Reaktion zwischen Hydroxamsiuren und Cho-
linesterasehemmern. Im Fall der von uns! benutzten Benzhydroxamsiure interpre-
tierten wir den Reaktionsablauf in Analogie zu dem Vorschlag von EPSTEIN UND
DemEK2 Demzufolge wiirde Benzhydroxamsiiure bevorzugt Phosphorsiiureester spal-
ten, wobei sie selbst in Phenylisocvanat umgewandelt wird, das secinerseits weitere
Benzhydroxamsiure abfingt. Somit steht an jenen Orten nicht mehr ausreichend
Benzhydroxamsiure zur Verfiigung, um chromogenes Substrat (2-Azobenzolnaphthyl-
(r)-acetat) zum Farbstoff zu spalten. Diese Flecke bleiben also weiss.

Durch 15 Min. wihrende UV-Bestrahlung der Monothio- und Dithiophosphor-
sdureester vor der Reaktion konnte der Nachweis in vielen IFidllen empfindlicher oder
iiberhaupt erst méglich gemacht werden. Andere Autoren3-% berichten Analoges bei
der Untersuchung der Hemmaktivitit insektizider Phosphorsiureester gegeniiber
Cholinesterase. Sie deuten diese Erscheinung so, dass nur von der durch UV-Be-
strahlung entstehenden O-analogen Verbindung, dem “‘Oxon’’, die eigentliehe Hemm-
wirkung ausgeht. Einige wenige bisher veréffentlichte Experimentalarbeiten scheinen
dieser Interpretation Recht zu geben (z.B. Lit. # und die Sekundirliteratur in Lit. 4).
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Bei unseren Resultaten? fillt auf, dass die schlechten Nachweisempfindlichkeiten der
Monothiophosphorsiure-nitrophenylester  Parathion, Parathion-methyl, IFenitro-
thion und Chlorthion durch 15 Min. UV-Bestrahlung nicht verbessert werden konnen.
LErst nach einstiindiger Bestrahlung sind gerade noch 5 pg dieser Wirkstoffe erkennbar.

LERGEBNISSE

Wir untersuchten die Verhidltnisse zuniichst beim Parathion eingehender. Nach
ein- oder zweistiindiger UV-Bestrahlung von 5-50 ug des Parathions am Start der
Diinnschichtplatte sind nach dem Chromatographieren je nach Probenmenge und
Umweltfaktoren maximal drei IFlecke mit Rhodamin B sichtbar, von denen derjenige
mit dem grossten Rp-Wert auf Grund des Vergleiches mit drei verschiedenen Fliess-
mitteln (vgl. Tabelle I) als Parathion identifiziert wurde. Der Rp-\Wert des letzten
I'leckes ist in System I und I kleiner,in System 11 grosser als derjenige des Paraoxons.

TABELLE |

MITTLERE MRp-wWERTE voN 30 png 1—2 Std, UV-BESTRAHLTEM PARATHION UND VERGLEICHSSUR-
STANZEN

System | System 11 Svsten 111
Parathion bestrahlt O4, 49, 24 07, —-0, 25 15, 33, 20
Parathion 0.4 67 45
Paraoxon 30 13 25
p-Nitrophenol 24 25 20

t Zweiter Fleck nicht sichtbar.

Er stimmt iiberein mit dem Rp-Wert des p-Nitrophenols. Beide IFlecke werden mit
dem Nitrogruppen-Sprithreagens® charakteristisch sichtbar, und zwar der erste blau-
griin, der andere gelb. Mit dem Thiono-Reagens” und dem Schwefel-Reagens wird der
erste IFleck angefidrbt. Bei grosser Aufgabemenge ist zuweilen der zweite Fleck mit
dem Thiono-Reagens zu erkennen. Mit Benzhydroxamsiiure-Reagens erscheinen die
Originalsubstanz als weisser sowie p-Nitrophenol als gelblicher (wegen des alkalischen
pH im Reagens) IFleck. Bei sehr grossen Mengen kann auch die mittlere Komponente
sichtbar werden. Wesentlich geringere Mengen p-Nitrophenol als Parathion hemmen
noch die z-Azobenzolnaphthyl-(1)-acetat-Spaltungsreaktion des Nachweises mit
Benzhydroxamsiiure-Reagens (vgl. Tabelle 11).

TABLELLILLL

UNTERE NACHWEISGRENZEN DER NITROARYL-PHOSPHORSAUREESTER UND IHRER HYDROLYTISCHEN
SPALTPRODUKTIS MIT DIEM BENZHYDRONAMSAURE-REAGENS

Substanz ng
Parathion 25
Parathion-methyl 25
p-Nitrophenol 1
IFenitrothion 50
3-Mecthyl-4-nitrophenol 3
Chlorthion 50

| V]
to
2]
<
[ &

Chlorthionfolgeprod. v. 2afep’ == 2.
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Praktisch analog verhalten sich die anderen nitrogruppenhaltigen IPhosphor-
sdureester Parathion-methyl, I‘enitrothion und Chlorthion (vgl. Tabelle I11). I7ir
Fenitrothion war die Vergleichssubstanz 3-Methyl-4-nitrophenol zur Hand.

Schliesslich wurden diejenigen Mono- und Dithiophosphorsiureester, deren
Nachweis mittels Benzhydroxamsidure-Reagens sich laut unserer fritheren Arbeit!?
durch 15 Min. UV-Bestrahlung wesentlich verbessern liess, mit Rhodamin I3 unter-
sucht. Nur die Wirkstoffe, deren Chromatogramme nach einstiindiger UV-Bestrahlung
des Startfleckes mehr Iflecke als nur die Originalkomponenten aufwiesen, wurden
anschliessend dem Test mit den iibrigen spezifischen Spriihreagentien unterworfen.
Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengestellt. I&s wurde in System IV chroma-
tographiert. Zum besseren Vergleich wurde stets der IFarbstoff Sudan I1I (Schering)
als innerer Standard zugegeben. Die Rp-Werte der Komponenten wurden durch den
zugehorigen Wert des Standards dividiert und mit dem Faktor 1oo multipliziert.

Bei dieser Gruppe fillt auf, dass bei der Detektion durch Benzhydroxamsiiure-
Reagens nur jewcils eine Komponente —zweifellos die Originalwirkstoffe —sichtbar
wurden. Dagegen wurden (bei 30 pug Aufgabemenge) mit den anderen Spriihreagentien
im bestrahlten sowie unbestrahlten Ifalle daneben oft noch weitere Komponenten
nachgewiesen.

Bei allen in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen waren die Ergebnisse nicht
immer exakt reproduzierbar. In den Tabcllen sind die maximal aufgefundenen Kom-
ponenten eingetragen.

NDISKUSSION DER ERGEBNISSIS

Aus den Versuchsergebnissen leiten wir ab, dass sich in vielen I9édllen nicht erst
nach experimenteller UV-Behandlung teilweise Umwandlungen der Phosphorsiiure-
ester abspielen, sondern schon bei der gewthnlichen Diinnschichtchromatographie.
Diese Schlussfolgerung wird auch durch die Feststellung gestiitzt, dass die Grossen-
ordnungen der diinnschichtchromatographisch entstandenen Nebenkomponenten
wesentlich iiber denen der gaschromatographisch festgestellten Spurenverunreini-
gungen licgen.

Bei der Diinnschichtchromatographie der nitrogruppenhaltigen aromatisch sub-
stituierten insektiziden Phosphorsiureester Parathion, Parathion-methyl, I‘enitro-
thion und Chlorthion entstehen — besonders nach UV-Einwirkung —hauptsiichlich die
entsprechenden Nitrophenole als hydrolyvtische Spaltprodukte sowie je ein weiteres
Produkt, das wir auf Grund des Verhaltens gegeniiber den Nachweisreagentien fiir
einen isomerisierten IEster halten miissen!®. Im Ifalle des Parathions entstand niemals
das O-Analoge, also Paraoxon, in nachweisbarer Mengen, d.h. entsprechend den
Detektionsgrenzen nicht iiber 1.5 9, (bezogen auf die Gesamtprobenmenge).

Durch die Entstehung der Nitrophenole kann der Nachweis mit Benzhydroxam-
siiure-Reagens empfindlicher werden, da noch wesentlich geringere Nitrophenolmengen
das zur Hydrolyse des 2-Azobenzolnaphthyl-(1)-acetats notige Alkali binden. Bei den
anderen PPhosphorsiureestern liessen sich keine Folgeprodukte finden, die beim Nach-
weis mittels Benzhydroxamsiure-Reagens interferieren. Es entstehen aber auch hier
IFolgeprodukte, die besonders mit dem sehr empfindlichen Phosphor-Reagens!! ent-
deckt werden. Speziell bei den mit diesem Spriithmittel nachgewiesenen Komponenten
mit geringem /R.-Wert diirfte es sich um ein- oder zweibasische Phosphorsiure-
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alkylester handeln. Der mengenmiissige Anteil der I'olgeprodukte variiert (von nicht
bis deutlich nachweisbar) je nach den Umweltbedingungen (Tempceratur, Feuchte,
Anzahl katalvtisch aktiver Zentren auf dem Schichtmaterial der betreffenden Charge,
etc.) bei der Chromatographie und bei der Vorbehandlung. Die oft recht unterschied-
lichen Absolutwerte des inneren Standards sind dafiir deutlicher Hinweis. [IFerner
sind Bestrahlungsintensitit und -dauer fiir den jeder Komponente eigenen Verlauf
der Konzentration-Zeit-Kurve fir die IFolgeprodukte von Bedeutung?. Mangels eines
anderen Hinweises missen wir vorliufig annehmen, dass durch dic vorstehend be-
schriebenen IFaktoren in unterschiedlichem Masse Abbaureaktionen gefordert oder
auch gebremst werden. Es ist denkbar, dass die Konzentrationen der die 2-Azobenzol-
naphthyl-(1)-acctat-Spaltung fordernden Komponenten durch UV-Behandlung be-
sonders schnell verringert werden.

EXPERIMENTELLES

Die Platten wurden wie in Lit. 1 beschrieben hergestellt. Trennstrecken 1o cm.
Chromatographic: System I, Cyclohexan-Dioxan (7:3), Sandwich-Verfahren; System
11, Cyclohexan-Essigester (3:1), Sandwich-Verfahren; System IlI, Heptan—-Accton
(8:2), Sandwich-Verfahren; System 1V, Cyclohexan-Dioxan (8:2), Normalverfahren
in nicht ausgekleidetem Trog.

Die UV-Bestrahlung der aufgegebenen Proben erfolgte am Start mit der Desaga-
UV-Lampe (UVIS Best.-Nr. 131 100) mit Licht von 254 und 3066 nm in .5 cm Abstand.

Reagentien

Rhodamin-B-Reagens: 0.01 %ige wiissrige Losung von Rhodamin 13; I3etrach-
tung bei 254 nm. ‘

Benzhydroxamsiiure-Reagens: beschrieben in Lit. 1.

Nitrogruppen-Reagens: beschrieben in Lit. 8.

Phosphor-Reagens: beschrieben in Lit. 11.

Thiono-Reagens: 0.5 %ige wiissrige Losung von PPdCl,. Auf 25 ml dieser Losung
wurden 15 Tropfen 25 %ige HCI gegeben.

Schwefel-Reagens: Sprithlosung 1, I 9ige wiissrige L.osung von Tetrabrom-
phenolphthaleinsidureiithylester-Kaliumsalz, vor dem Gebrauch 1:5 mit Aceton ver-
diinnt; Sprithlosung 2z, 2 9% ige wissrige Losung von AgNQO,, vor dem Gebrauch 1:3
mit Aceton verdiinnt; Sprithlésung 3, 109 ige wiissrige Losung von Zitronensiure,
vor dem Gebrauch 1:2 mit Aceton verdiinnt.

DANK
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verpflichtet.
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Wihrend der Diinnschichtchromatographie und nach UV-Bestrahlung insck-

J. Clhromatog., 46 (1970) 180-186



186 wW. EBING

tizider Phosphorsiureester entstehen Sekundirstoffe. Art und Menge dieser Sub-
stanzen variieren mit den Umgebungseinfliissen. Bei nitroaromatisch substituierten
Phosphorsidureestern erfolgt in gewissem Grade Hydrolyse zu den Nitrophenolen.
Auf diese Stoffe wird die Erhohung der Nachweisempfindlichkeit fiir nitroaromatische
Phosphorsidureester durch linger wihrende UV-Bestrahlung vor der Benzhydroxam-

siure-Reaktion zuriickgefiithrt. Aus Parathion entwickelte sich dabei kein Paraoxon
in nachweisbaren Mengen.
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