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CMROM. 5738 . 

Diinnsch~chtchromatographisch-enzymatischer Nachweis van Carbamaten 

I II. Nachweis insektizider und herbicider Carbamate mit Phosphatase 

Uber die Wirkung von insektiziden und herbiziden Carbamaten auf Enzyme ist 
noch immcr relativ wenig bekannt. Bei dcn’Untersuchungen zum Wirkungsmechanis- 
mus der Carbamat-Inselctizide konzentrierte man sich vor allem auf die Hemmung 
der Cholinesterase. Trotz der allgemein recht guten Anticholinesterase-Wirkung 
konnte jedoch keine generelle Korrelation zwischen Choline&erase-Hemmung und 
insektizider Wirkung der Substanzen festgestellt.werden. Uber die Wirkung auf an- 
dere Enzyme liegen bisher keine Untersuchungen vor. .’ 

Wgihrend fur die insektiziden Carbamate immerhin die Hemmung eines En- 
zyms bekannt ist, lagen ftir die herbiziden Carbamate bis vor kurzem keinerlei Er- 
gebnisse auf diesem Gebiet vor. Ihr Wirkungsmechanismus ist daher noch weit- 
gehend unbekannt. Einerseits scheint es sich bei dieser Pestizid-Gruppe urn Mitose- 
gifte zu handelnl~s, andererseits deutet eine Reihe von Ergebnissen auf eine Blockie- 
rung des Kohlenhydratabbausa sowie auf eine Hem.mung. der &mung4 hin. Als 
eigentlicher Wirkungsmechanismus wird jedoch seit langem die Hemmung der 
Hill-Reaktion angesehen 690, doch weisen such diese Autoren. darauf hin, dass die 
Wirkung der Carbamat-Herbizide nicht ausschliesslich auf. einer Hemmung der 
Photosynthese beruhen dtirfte, sondern dass diese Wirkstoffe in zahlreiche Stoffwech- 
selprozesse der Zelle einzugreifen scheinen. Erst ktirzlich konnte auf dtinnschicht- 
chromatographischer Basis gezeigt werden, dass die Carbamat-Herbizide dje Rinder- 
leber-Esterase beeinflussen und diese Wirkung zum Nachweis ausgenutzt werden 
kann’. In vorliegender Arbeit werden Ergebnisse von Untersuchungen zur Hemmung 
der Phosphatase durch insektizide und herbizide Carbamate auf dtinnschichtchro- 
matographischer Basis berichtet, 

Material zcnd metlzbdevt w 

Die in Aceton gel&ten Wirkstoffe werden auf handgegossene Kieselgel G-Plat- 
ten8 aufgetragen und in Benzol-Aceton (95 :5) chromatographiert. Nach ,dem Ent- 
wickeln werden die Platten entwedcr sofort oder nach einsttindiger Bestrahlung mit 
UV-Licht der Wellenlangen 254/366 nm einer “Fluotest” Universal-Lampe (Hanau) 
bei einem Abstand Strahler-Platte von ca. 20 cti mit saurer Phosphatase aus Kar- 
toffeln (Boehringer) oder alkalischer Phosphatase aus KBlbermucosa (ServaJ be- 
spriiht und eine halbe Stunde bei 25” inkubiert, Als Substrat diente Nitrophenylphos- 
phat bzw. Naphthylphosphat. Eine ausftihrliche Beschreibung des diinnschichtchro- 
matographisch-enzymatischen Tests auf Phosphatase-Inhibitoren erfolgte an anderer 
Stelle”. 

Ergebnisse und diskussion 
Bei Verwendung von Nitrophenylphosphat als Sub&rat erscheinen Phos- 

phatase-Inhibitoren als weisse Flecke auf hellgelbem bis gelbern, bei Verwendung von 
Naphthylphosphat als Substrat und Echtblausalz B als Diazoreagenz hingegen als 
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NOTES 3% 

belle Flecke auf rotviolettem Grund. Wie aus Tabelle I hervorgeht, hemmen alle un- 
tersuchten insektiziden Carbamate die alk,alische Phosphatase, doch liegen die Nach- 
weisgrenzen relativ ungtinstig. Auch die Verwendung von Naphthylphosphat als 
Substrat und die anschliessende Kupplung des entstehenden Naphthols mit Echt- 
blausalz B bringt nicht immer die erwartete Verbesserung der Nachweisempfindlich- 
keit. Uberhaupt machten die Carbamate. beim Nachweis mit Naphthylphosphat/ 
Echtblausalz I3 gewisse Schwierigkeiten im Vergleich zu den Chlorkohlenwasser- 
stoffenlO. Im Gegensatz zum Verhalten gegentiber Rinderleber-Esterasell beeinflusst 
UV-Behandlung den Nachweis mit Phosphatase nur unwesentlich, lediglich bei Ver- 
wendung von Napl-rtl~ylpl~osphat als Substrat kommt es 7x1 einer leichten Ver- 
schlechterung. 

Die Nachweisempfindlichkeit der insektiziden Carbamate mit saurer Phospha- 
tase liegt erheblich giinstiger, obwohl.auch bier die mit Rinderleber-E&erase erzielten 
Wertell nicht im entferntesten crreicht werden (Tab. I). Entsprechend den mit alka- 
lischer Phosphatase gemachten Erfahrungen ist such bei der sauren Phosphatase 
durch Verwendung von Naphtl~ylphospl~at/Echtblausalz B kaum eine Verbesserung 
des Nachweises zu erreichen. Eine Bestrahlu’ng der Wirlcstoffe mit UV-Licht ftihrt bei 
den N-Monomethylcarbamaten ebenfalls zu keiner wesentlichen Verschlechterung 
der Hemmwirkung, wahrend bei den heterocyclischen N-Dimetl~ylcarbamaten eine 
erhebliche Verminderung eintritt und nur noch Dimetan und Pyrolan eine Hemmung 
zeigen, die jedoch mit Naphthylphosphat such nicht mehr nachzuweisen ist. 

Die herbiziden Carbamate lassen sich mit Phosphatase erheblich besser nach- 
weisen als die insektiziden (Tab. II). Es fallt vor allem auf, dass sic11 die Nachweis- 
grenzen mit alkalischer und saurer Phosphatase.im Gegensatz zu den Ergebnissen bei 
den insektiziden Carbamaten bei den herbiziden nur unwesentlich voneinander un- 
terscheiden. Lediglich die drei Thiolcarbamate Eptam, Vernolate und Pebulate lassen 
sich recht schwer mit alkalischer Phosphatase nachweisen. Eine Erklarung ftir dieses 
Verhalten gibt es nicht, 

Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Untersuchung mit Rinderleber-Esterase’ 
zeigt, dass der Nachweis mit Phosphatase urn etwa eine Zehnerpotenz besser ausfallt. 
Die Reeinflussung der Nachweisempfindlichkeit durch UV-Bestrahlung ist such in 
diesem Pall nur unwesentlich, wenn man davon absieht, dass Phenmedipham nach 
UV-Behandlung nur noch ein Zehntel und Eptam nur noch ein Ftinftel der ursprting- 
lichen Hemmwirkung gegentiber saurer Phosphatase besitzen. Die Verwendung von 
Naphthylphosphat zum Nachweis erhiiht die Empfindlichkeit fur eine Reihe von 
Wirkstoffen betrachtlich, w&ihrend man bei anderen kaum einen Einfluss feststellen 
kann. 

Obwohl das aktive Zentrum von Esterase und Phosphatase recht Blmlich ist, 
kommt es dennoch, wie die Ergebnisse zeigen, zu einem recht unterschiedlichen Ver- 
halten. Wghrend die Esterase von den insektiziden Carbamaten recht stark gehemmt 
wirdll, wird die Phosphatase nicht sehr stark gehemmt, wobei die saure Phosphatase 
der Esterase in der Nachweisempfindlichkeit n&herkommt als die alkalische. Beson- 
ders interessant ist das Verhalten der Wirkstoffe nach UV-Bestrahlung. Wahrend die 
Antiesterase-Aktivitat erheblich nachliess, wird die Antiphosphatase-Aktivitat kaum 
beeinflusst. Bei den herbiziden Carbamaten stellt man dagegen eine ,bessere Uberein- 
stimmung im Verhalten gegentiber Esterase und Phosphatase fest. Die vorhandenen 
Unterschiede sind eher gradueller Natur. WBhrend beim Nachweis mit Esterase eher 
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NOTES 

eine Aktivierung durch 
Phosphatase insgesamt 

Die vorliegenden, 

387 

UV-Behancllung zu beobachten war’, hat diese im Falle der 
gesehen kaum einen Einfluss, 
Ergebnisse dtirften besonders in toxikologischer Winsicht von __ 

einigem Interesse sein, da die Carbamate, vor allem aber di.e herbiziden, wegen ihrer 
intensiven Wemmung der Phosphatase einen negativen Einfluss auf das Knocben- 
wachstum haben kijnnten. Leider fehlen auf diesem Gebiet bisher jedoch jeglicbe 
Untersuchungen. 
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