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II. NACHWEIS HERBIZIDER CARBAMATE MIT RINDERLEBER-
ESTERASE
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Biologische Bundesanstall fiiv Land- und Forstwirtschaft, I nstitut fiiv Pflanzenschutznvittelforsclivng,
D r Berlin 33 (I3.1R.D.)

(IEingegangen am 8. Miirz 1971)

SUMMARY

T lin-layer chromatograplic—enzymatic identification of carbammates, I1. Identification of
carbamate hevbicides with bovine liver esterase

Carbamate-type herbicides can be detected by means of a thin-layer chromato-
graphic—enzymatic inhibition technique with bovine liver esterase. The minimum
quantities detected were in the range of 3-100 ug for the N-phenylcarbamates and
5—30 ug for the thiolcarbamates, depending on pretreatment. Under normal assay
conditions and after bromine treatment N-phenylcarbamates show a more intense
colour. No activation of the esterase takes place, however, and it is supposed that this
phenomenon is due to a reaction between enzymatic degracdation products and FFast
Blue Salt B. After UV irradiation these substances are real inhibitors. The thiolcar-
bamates studied show inhibitory activity against bovine liver esterase. After UV
irradiation only Diallate and Triallate are stronger inhibitors, while Eptam, Vernolate,
and Pebulate remain unaffected. Bromine treatment has only a slight effect. Kinetic
studies with Eptam and Vernolate show that thiolcarbamates are degraded to other

antiesterase substances and it is supposed that the degradation products are the
sulphoxides and/or sulphones.

EINLEITUNG

Uber die Wirkung der herbiziden Carbamate ist noch immer relativ wenig be-
kannt. Die ersten Arbeiten liessen vermuten, dass es sich bei dieser Wirkstoffklasse
um Mitosegifte handelt, da es nach Propham-Behandlung zu mitotischen Aberra-
tionen in bestimmten Wurzel- und Schosslingszellen von Avena und Allium kommt!.
Als Ursache dieser Verinderungen wird eine Beeintrichtigung der Wirkung der
Spindelfasern und damit das Ausbleiben einer Trennung der Chromosomen in der
Metaphase angesehén!. Dieser Eingriff in den Spindelmechanismus diirfte nach Ivexs
UND BrAackman? auf einer Wechselwirkung der Carbamate mit Spindelproteinen und
einer sich daraus ergebenden intramolekularen Prizipitation und IFaltung der Protein-
ketten unter Spindeldesintegration beruhen. Da andererseits Athyl-phenylcarbamat
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das Wachstum von Gerste schon in Konzentrationen hemmt, die noch keinen Einfluss
auf die Spindel haben, miissen daneben noch andere Hemmmechanismen vorliegen?2.
Ein erhéhter Gehalt an reduzierenden Zuckern und Sucrose deutet auf eine Blockie-
rung des Kohlenhydratabbaus hin®. Ausserdem findet man eine deutliche Reduzierung
der Atmung3. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch SwANsonN e al.4, die feststellten,
dass Chlorpropham bei Baumwollwurzeln die Atmung um 50 % hemmt, ein Effekt,
der auf einer Hemmung der Glycolyse durch Eingreifen in die Phosphorylierung von
Hexosen beruhen kénntet. Auch eine Verstirkung der Phosphatase-Aktivitit mit
einem gleichzeitigen Anstieg von Phosphat und freien Zuckern konnte bei Reis-
Sdamlingen nach Propham-Behandlung festgestellt werden5.

Den bisher geschilderten Beobachtungen iiber die Wirkung herbizider Carba-
mate auf Stoffwechselvorginge bei Pflanzen diirfte zweifelsohne eine gewisse Be-
deutung zukommen, doch scheint ihr Eingriff in den Photosyntheseprozess fiir ihre
Wirkung als Herbizide viel tiefgreifender zu sein. Von den Alkyl-N-chlorphenyl-
carbamaten ist seit langem bekannt, dass sie die Hill-Reaktion hemmens.?. Allerdings
weisen auch diese Autoren®? darauf hin, dass der Wirkungsmechanismus der Carba-
mat-Herbizide nicht so einfach ist und nicht ausschliesslich auf einer Hemmung der
Photosynthese beruht, sondern dass die Substanzen in zahlreiche Stoffwechselpro-
zesse der Zelle eingreifen.

Wihrend iiber die Wirkung der herbiziden Carbamate in Pflanzen wenlgstens
schon einige Hinweise vorliegen, ist {iber ihre Beeinflussung tierischer Enzyme bisher
noch nichts bekannt. Vorliegende Arbeit berichtet erste Ergebnisse iiber die Wirkung

von herbiziden Carbamaten auf Rinderleber-Esterase auf diinnschichtchromatogra-
phischer Basis.

MATERIAL UND METHODEN

Reagenzien
Alle verwendeten Losungsmittel und Chemikalien waren analysenrein und
stammten von der Firma Merck, Darmstadt. Zur Plattenbeschichtung wurde Kieselgel

G nach Stahl mit ca. 13 % CaSO, und einer mittleren Korngrésse von 10-40 u von
der gleichen Firma genommen.

Enzym- und Substratiosung

Die Herstellung der Enzymprédparation und Substratlésung erfolgte in An-
lehnung an ACKERMANNS, doch wurde, wie schon frither beschrieben?, das Homogeni-
sieren der Leber und die Verdiinnung der Enzympriparation mit Phosphatpuffer

pH 7.0 durchgefiihrt. Fiir das Besprithen der Platten wird eine etwa 1:60 verdiinnte
Enzymlosung genommen.

Wirkstofflosungen und Diinnschichichromatographie

Die untersuchten Wirkstoffe (Tabelle I) wurden in Konzentrationen von 10
mg/ml in Aceton geldst, auf handgegossene Kieselgel G-Platten® aufgetragen und in
verschiedenen Laufmittelsystemen (Tabelle IT) chromatographiert.

Durchfiihrung des enzymadtischen Hemmtestes
Die Platten wurden nach dem Entwickeln sofort oder nach halbstiindiger Be-
strahlung mit UV-Licht der Wellenliingen 254/366 nm einer Desaga Uvis-Lampe bei
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. TABELLE I
NAME UND STRUKTUR DER UNTERSUCHTEN HERBIZIDEN CARBAMATE

- Trivial-Nawme Chemische Bezeichnung Strukturformel
C N-(3-Ch ﬁ
“EPC -(3-Chlorphenyl)-2- ey — .
chlordthylcarbamat NH-—C—O=CHy—CHC
: o CHa
Propham (IPC) N-Phenyl-isopropylcarbamat @—NH—P:—O—C/—H
\C,Ha
Chlorpropham N-(3-Chlorphenyl)- ? /CHS
(CIPC) isopropylcarbamat NH—C—O—C\—H
CHg
CPPC N-(3-Chlorphenyl)-1- e~
methyl-2-chlorathylcarbamat NH= C © CTH CHaCt
c=C-H
Chlorbufam N-(3-Chlorphenyl)-1- NH—C—O c/_.
methylpropin-(z)-ylcarbamat e
corvpy A
Barb N-(3-Chlorpt 1) cﬁ
aroban -{3- orphenyl)-4- e C O =CH..—C|C—CH.CL
chlorbutin-(2)-ylcarbamat Q-NH C—O—CHg—C= 2

Ct

CHdD—-C-—NH

H
Phenmedipham N-(3’-Methylphenyl)-3-methoxy- O— r“,
carbamylaminophenylcarbamat
CH3
O CHp—CHp—CH,
CoHg—S—C—N
CH— CH,—CHjy
O GHa—CHy—CHg
CyHy—S—C—N

Eptam (EPTC) S-Athyl-N,N-
dipropylthiolcarbamat

Vernolate S-Propyl-N,N-
cdipropylthiolcarbamat \
CH—CHy—CHgy

O  CHi—CH,3
Pebulate S-Propyl-N,N- _ n 7/
(PEBC, Tillam) butylithylthiolcarbamat CaHy—S—C—=N
CHy—=CH,—CHy—CHjy
CH3
Diall S D ‘hl 11yl-N,N >CH lol Cfl
iallat -2,3-Dichlorallyl-N,N- CH Y L
s diisopropylthiolcarbamat CHg‘CH/N C—S—CHy—C=CHcl
CH;,/
CH3\
- . CH o cL ¢l
Triallat S-2,3,3-Trichlorallyl-N,N- CHy N\l 4

diisopropylthiolcarbamat N—C—S—=CHy—C=q

CH /
3>CH cl
cH
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TABELLE II

VERWENDETE LAUFMITTELSYSTEME (V/V) ZUR TRENNUNG DER UNTERSUCHTEN HERBIZIDEN CAR-
BAMATE

Nv.  Laufmittelsysteme

1 7 Cyclohexan
2 Athylmethylketon
3 Benzol-Aceton (95:5)
4 Benzol-Aceton (66:34)
5 Benzol-Dichlormethan (30:120)
6 Benzol-Chloroform (30:120)
7 Chloroform-—Acctonitril (20:10)
8 Chloroform-Wasser (untere Phase) (9o: 50)
9 Cyclohexan-Dioxan (70:30)
10 Cyclohexan-Athylither (10:90)
IT Cyclohexan-Accton (8o:20)
12 Cyclohexan—Aceton-Toluol (50:10:10)
13 Cyclohexan—Aceton-Toluol-Athylacetat (20:20:10: 10)

einem Abstand Strahler—Platte von 15 cm zuniéichst leicht mit Puffer, anschliessend
mit Enzymlosung bespriiht und nach halbstlindiger Inkubation bei 37° in der von
ACKERMANNS? beschriebenen Weise weiterbehandelt. Die Brombehandlung der Platten
erfolgt in der an anderer Stellel® beschriebenen Weise.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Unter den hier angewandten Bedingungen reagieren grundsitzlich alle unter-
suchten herbiziden Carbamate mit der Rinderleber-Esterase. Die Nachweisempfind-
lichkeit liegt fiir alle Wirkstoffe im Mikrogrammbereich.

Die N-Phenylcarbamate zeigen in ihrer Wirkung auf die Rinderleber-Esterase
weitgehende Ubereinstimmung (Tabelle I1I). Fiir alle Verbindungen liegt die Nach-
weisgrenze bei 10 ug — lediglich Propham mit 40 g und Phenmedipham mit roo ug
machen in diesem Zusammenhang eine Ausnahme. Die Empfindlichkeit ist damit nur
wenig schlechter als bei den Chlorkohlenwasserstoffen®. Betrachtet man jedoch zum
Vergleich die Nachweisgrenzen fiir die insektiziden Carbamate, so liegt diese mit
Rinderleber-Esterase um etwa drei Zehnerpotenzen glinstigerl®?. Diese erheblichen
Unterschiede in der Nachweisempfindlichkeit zwischen herbiziden und insektiziden
Carbamaten sind jedoch angesichts der Tatsache, dass letztere {iber eine Hemmung
der Acetylcholinesterase wirken sollen, mehr als versténdlich.

Wihrend die insektiziden Carbamate nach UV-Bestrahlung stark an Anti-
esterase-Aktivitit einbilissen!?, kommt es bei den N-Phenylcarbamaten zu einer
leichten Aktivierung (Tabelle III). Damit verhalten sie sich dhnlich wie die Chlor-
kohlenwasserstoffe’. Brombehandlung dagegen fiithrt mit einer Ausnahme zu einer
leichten Verschlechterung der Nachweisempfindlichkeit (Tabelle III), eine Eigen-
schaft, die sich auch bei den insektiziden Carbamaten findet!.

Die N-Phenylcarbamate nehmen beim Nachweis mit Rinderleber-Esterase eine
gewisse Sonderstellung ein. Diese zeigt sich besonders nach Brombehandlung, aber
in gewissem Umfange auch bei den unbehandelten Wirkstoffen. Nach Brombehand-
lung zeigen sich nicht die beim Nachweis durch Esterasehemmung iiblichen weissen
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TABELLIE III

UNTERE NACHWEISGRENZEN VON SIEBEN N-PHENYLCARBAMATEN NACH VERSCHIEDENEN

VORBI~
HANDLUNGEN INTFOLGE BEEINFLUSSUNG DER RINDERLEBER-ESTERASIE

Nachweisgrenze in pg; Laufmittelsystem Benzol-Aceton (95:5).
I = Farbintensivicrung nach Ausfirbung der Platte; (I) = Farbintensivierung, die manchmal
an die Stelle von Hemmflecken tritt, bzw. ‘' Hofbildung”.

Wirkstoff Olmne Nuacle Nach
Vorbehandlung  Brombehandlung UV-Bestrahlung

CEPC 10 (I) 15 I 6
Propham 40 50 (I) 30
‘Chlorpropham 1o (1) 15 I 6
CPPC 10 (1) 15 (L) 6
-Chlorbufam 1o (I) 15 L 6
Barban 1o (I) 10 I 3
Phenmedipham 1oo (I) (3) 6

Hemmflecke, sondern es ist in der Regel eine intensivere Ausfirbung der Flecke zu
beobachten, die sich deutlich vom Untergrund abhebt. Von einer Aktivierung des
Enzyms kann jedoch nicht die Rede sein, da die Herbizidflecke nicht von Anfang an
-durch eine schnellere Ausfirbung auffallen, sondern erst nach Ausfirbung der Platte
permanente blaue Flecke auf rotviolettem Grund auftreten — dhnlich der Ausfir-
bung in der Lésungsmittelfront. Beim Nachweis ohne Vorbehandlung kommt es bei
-allen N-Phenylcarbamaten gelegentlich zu solchen Farbintensivierungen, die dann
-an die Stelle der Hemmflecke treten. Neben der gelegentlichen TFFarbintensivierung
im Gesamtfleck findet man hiufig eine Hofbildung; d.h. um die Hemmflecke bildet
:sich ein intensiv blaugefdrbter Ring. Die Ursache fiir diese Farbintensivierung ist
unbekannt. Da sie jedoch nur bei den N-Phenylcarbamaten auftritt, ist anzunehmen,
-dass diese Erscheinung fiir die Gruppe charakteristisch ist. Es ist zu vermuten, dass
-es zwischen Esterase und dem N-Phenylcarbamat zu einer Reaktion kommt, d4hnlich
jener zwischen Esterase und den insektiziden Carbamaten!! und Phosphorsiure-
-estern'2, Wihrend es jedoch bei den Insektiziden zu einer mehr oder weniger stabilen
Acylierung des Enzyms kommt, diirfte diese bei den Herbiziden aufgrund des Phenyl-
‘restes nur sehr instabil sein und unter Bildung des entsprechenden Isocyanats und
-schliesslich des Anilins hydrolysiert werden. Letzteres konnte mit Echtblausalz B,
-einem Diazo-Reagenz fiir Phenole und kupplungsfihige Amine, unter Farbstoff-
bildung reagieren. Um die Richtigkeit dieser Hypothese zu priifen, wurden die N-
Phenylcarbamate in Konzentrationen von ro-roo ug auf Diinnschichtplatten aufge-
“tragen, mit Bromwasser behandelt und anschliessend eine Stunde mit 1:30 verdiinn-
“tem Enzym inkubiert. Nach dem Bespriithen mit Echtblausalz B zeigen Barban ab
.50 ug und CEPC ab 70 pg aufwirts schwache blaue IFlecke, Phenmedipham hingegen
.ab 50 ug aufwirts briaunliche IFlecke auf weissem Grund. Ohne Esterase sind dagegen
keinerlei I'lecke festzustellen. Entsprechendes gilt fiir eine Inkubation der Platten
'mit normalem Substrat ohne Enzymgabe. Ob das Substrat eine Rolle bei dieser
Carbamat-Spaltung spielt und wenn ja welche, bleibt abzuwarten. Durch die Ein-
- wirkung von Brom kénnte die enzymatische Bildung von Anilin-Derivaten in bisher
unbekannter Weise erleichtert werden. Da jedoch bei den unbehandelten N-Phenyl-
- carbamaten in vielen FFillen zumindest eine Hofbildung zu beobachten ist, darf an-
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genommen werden, dass die Carbamate bei geringen Konzentrationen, wie sie am
Rande der Flecke herrschen diirften, in geringemr Umfange auch ohne vorherige Ver-
inderung des Wirkstoffes durch Bromeinwirkung zu Anilin-Derivaten gespalten wer-
den. Diese Derivate wiirden dann durch die Kupplung mit Echtblausalz zu einer
Blaufiarbung fithren und dadurch die Hofbildung hervorrufen. Bei den héheren Kon-
zentrationen im Zentrum der I'lecke scheint es hingegen zu einer echten Hemmung
des Enzyms zu kommen, da hier keine Farbausbildung auftritt. Eine Klirung der
IFrage, ob unter Einwirkung der Rinderleber-Esterase Anilin-Derivate entstehen, ist
zwar von grosser Bedeutung, muss jedoch spéiteren Arbeiten vorbehalten bleiben, da
es hier primédr um einen Nachweis der Carbamat-Herbizide geht und erst in zweiter
Linie toxikologische und Stoffwechsel-Fragen zur Debatte stehen.

Die untersuchten Thiolcarbamate reagieren wesentlich einheitlicher als die N-
Phenylcarbamate. Vor allem handelt es sich bei ihnen um echte Esterasehemmer,
deren Nachweisgrenze allerdings um den IFaktor 3 hoher liegt als bei den meisten
N-Phenylcarbamaten (Tabelle IV)..Nach UV-Bestrahlung gehen nur Diallat und
Triallat in stdrkere Antiesterase-Substanzen iiber, wihrend alle iibrigen Wirkstoffe
keine Veridnderung zeigen. Durch Brombehandlung scheinen die Thiolcarbamate eher
eine leichte Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit zu erfahren. Damit unter-
scheiden sie sich deutlich von den N-Phenylcarbamaten.

TABELLE IV

UNTERE NACHWEISGRENZEN VON FUNF THIOLCARBAMATEN NACH VERSCHIEDENEN VORBEHAND-
LUNGEN INFOLGE HEMMUNG DER RINDERLEBER-ESTERASE

NachWeiégrenze in ug; Laufmittelsystem, Benzol-Aceton (95:5).

Wivkstoff Ohne Nach Nach
Vorbehandlung  Brombehandlung UV -Bestrvallung

Eptam 30 20 30

Vernolate 30 20 "~ 30
Pebulate 20 20 20
Diallat 30 30 6
Triallat 30 20 5

Wihrend sich dle N-Phenylcarbamate durch die Farbintensivierung nach.
Brombehandlung und die Hofblldung bei den unbehandelten Wirkstoffen auszeich-
nen, zeigen die Thiolcarbamate eine andere interessante Eigenschaft. Schon bei der
Ermittlung der unteren Nachweisgrenze in Benzol-Aceton (95:5) fiel auf, dass die
Wirkstoffe nach einiger Zeit neben dem urspriinglichen einen weiteren Hemmf{leck.
zeigten. Diese Erscheinung trat besonders auffillig bei der Bestimmung der ARp-
Werte in den verschiedenen Laufmitteln hervor. Schon nach wenigen Tagen mussten.
die L6sungen neu angesetzt werden, da zwei Flecke auftraten. Oft traten sogar schon.
am Tage der Neueinwaagen zwei Substanzflecke auf. Daraufhin wurden Eptam und.
Vernolate etwas eingehender untersucht, wobei die Beurteilung visuell nach der:
. Stiirke der Hemmflecke erfolgte. Die in Tabelle V wiedergegebene Kinetik des Auf-
tretens eines zweiten Hemmfleckes unter verschiedenen Bedingungen zeigt, dass der-
Hemmfleck mit dem hohen ARp-Wert, der dem Originalwirkstoff zugeschrieben wurde,.
oft erst nach einigen Tagen seine volle Hemmwirkung erreicht. Weiter ergibt sich,,
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dass der zweite Hemmfleck beim Ansatz in einem 1-ml- Weithalsmess;'ylinder wesent-
lich schneller und intensiver auftritt als beim Ansatz in einem ro-ml-Enghalsmess-
kélbchen. Aufgrund der Tatsache, dass die Proben im Kiihlschrank im Dunkeln stan-
den und nur bei Bedarf ins Licht kamen, diirften weder Licht noch Temperatur
eine grossere Rolle bei dieser Umwandlung spielen. Vielmehr ist anzunehmen, dass
der Luftsauerstoff der entscheidende TFaktor ist und eine Oxidation der Thiol-
carbamate zum Sulfoxid und/oder Sulfon fiir das Auftreten des zweiten Hemm-
fleckes verantwortlich ist. Theoretisch sollte man drei Flecke erwarten. Dieser Fall
trat jedoch wihrend der Bestimmung der ZRp-Werte in den verschiedenen Lauf-
mitteln nur ein einziges Mal ein. Die Tatsache, dass man in den ersten Tagen einen
deutlichen Anstieg in der Antiesterase-Aktivitit feststellen kann (Tabelle V), lidsst
vermuten, dass das Thiolcarbamat selbst gar nicht die Esterase hemmt, sondern erst
die Oxidationsprodukte die Inhibitoren darstellen. Da nach UV-Bestrahlung mit Aus-
nahme von Diallat und Triallat bei keinem Thiolcarbamat eine Verstidrkung der
Hemmintensitit zu beobachten ist (Tabelle IV), gewinnt die Interpretation an
Wahrscheinlichkeit, dass bereits Oxidationsprodukte vorlagen. Vom chemischen
Standpunkt diirfte der Mercaptoschwefel sehr schnell ins Sulfoxid tibergehen, das
seinerseits sehr schnell weiter zum Sulfon oxidiert wiirde.

Versuche zur diinnschichtchromatographischen Trennung der untersuchten
Wirkstoffe in einer Reihe von L.aufmittelsystemen brachten keine befriedigenden Er-
gebnisse, wie aus Tabelle VI hervorgeht. Aus der Tabelle ist zu ersehen, dass unter
diesen Bedingungen nur einige Substanzen von den iibrigen getrennt werden kénnen.
Die Ergebnisse zeigen allerdings auch, dass sich speziell das Laufmittel g (Cyclohexan-
Dioxan, 70:30) zu Untersuchungen iiber das Auftreten von Abbauprodukten und
Verunreinigungen bei den einzelnen Wirkstoffen eignet und sich fiir Stoffwechsel-
untersuchungen bei den Thiolcarbamaten auch das Laufmittel 5 (Benzol-Dichlor-
methan, 30:120) sehr gut verwenden lisst.

Zusammenfassend lidsst sich sagen, dass hiermit erstmals die Wirkung von her-
biziden Carbamaten auf Rinderleber-Esterase demonstriert wurde. Die Erfassungs-
grenzen liegen dabei in einem vertretbaren Rahmen, obwohl chemische Nachweise
zum Teil erheblich empfindlicher sind.

DANK

Mein besonderer Dank gilt FFriulein I. BreicH fiir die sorgfiltige Mitarbeit bei
der Durchfithrung der Versuche.

ZUSAMMENFASSUNG

Die untersuchten herbiziden Carbamate lassen sich diinnschichtchromatogra-
plnsch enzymatisch mit Rinderleber-Esterase nachweisen, wobei die Nachweisgrenzen
je nach Vorbehandlung zwischen 3 und 100 ug fiir die N—Phenylcarbannte und 5 und
30 ug fir die Thiolcarbamate liegen. N-Phenylcarbamate zeigen ohne Vorbehandlung
und nach- Brombehandlung eine IFarbintensivierung, die allerdings nicht auf einer
Enzymaktivierung beruht. Vielmehr ist anzunehmen, dass dieses Phinomen auf einer
Reaktion zwischen enzymatischen Abbauprodukten und  Echtblausalz B beruht.
Durch UV-Bestrahlung gehen diese Substanzen in echte Esterase-Hemmer iiber. Die
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untersuchten Thiolcarbamate zeigen deutliche Antiesterase-Wirkung, und nur Diallat
und Triallat gehen nach UV-Bestrahlung in stidrkere Hemmer iiber, widhrend Eptam,
Vernolate und Pebulate unbeeinflusst bleiben. Brombehandlung hat nur einen ge-
ringen Einfluss. Kinetikuntersuchungen mit Eptam und Vernolate zeigen, dass die
Thiolcarbamate zu anderen Antiesterase-Substanzen abgebaut werden, wobei es sich
bei diesen Abbauprodukten mdéglicherweise um das Sulfoxid und/oder Sulfon handelt.

LITERATUR

W. BB. ExnNis, Amer. J. Bot., 35 (1948) 18.

G. W. IviNs UND G, EE. BrackmaN, Nature, 1606 (1950) 95.4.

A. S. CrarTs, Ann. Rev. Plant Physiol., 4 (1953) 253- :

C. R. SwansoN, W, C. Suaw unp J. H. HugnHes, Weeds, 2 {1953) 253.

C. Tomizawa usp H. Koixe, Bull. Nat. Inst. Agr. Sci. (Japan), Sev. C, (1954) 25.
.S, Co WessELS UND RU VAN DER VEEN, Biockim. Biophys. Acta, 19 (19506) 548.
D. E. MoreLAND unD K. L. HiLL, J. Agr. JFood Chem., 7 (1959) 832.

H. ACKERMANN, J. Chromatogr., 36 (1968) 309.

17, Grike, J. Chromatogy., 14 (1969) 95.

O ZEN Ok W R~
L

10 ¥. Geikg, J. Chronatogr., 53 (1970) 2069.
11 L. BB. WiLsoN, M, A. HarRrisoN UND S. GINSBURG, J. BBiol. Chem., 236 (1961) 1,408,
12 R. D. O'BrIEN, /useccticides — Action and Melabolisnt, Academic Press, New York, 1967.

J. Chromatogr., 58 (1971) 257-265



