
CWROXI. 6126 

D~NNSCHICHTCHROMATOGRAI’HISCHEl~ NACHWEIS VON 

ORGANOQUECKSIIJ3ER-VERBINDUNGEN 

The possibility of detecting organomercury fungicides by means of thin- 
layer chromatographic-enzymatic and cllemical teclmiclues leas been studied. 
Urease proved to be very sensitive for the detection of mercury compounds and their 
impurities of which up to five were found in the fungicides studied. The detection 
limits for the main compounds ranged from 50 ng to I ,UR and for tile impurities , -8 
from 1 to Go /lg. Bovine liver esterase, a-, and @m~ylase are also inhibited by the 
fungicides and can be used for their detection, but are generally less sensitive. 

The chemical detection with sodium sulphide and dithizone ranged from 
0,s to 20 beg and the impurities did not interfere with the detection. TWO solvent 
systems, isopropyl ether and chloroform-ethyl acetate (IO: q.), respecti-Jely, were 
suitable for the separation of nine mercury fungicides. 

ElXLEITUXG 

Organoquecksilber-Verbindungen werden in der Landwirtscllaft seit Jahren 
auf breiter Basis als Fungizide eingesetzt. Illr Hauptanwendungsgebiet liegt in der 
Saatgutbehandlung (Beizung) dcs Getreides; aber such Rtiben, Saatkartoffeln, 
Baurnwolle und Hiilsenfrtichte werden mit quecksilberhaltigen Pr~paraten gebeizt. 
Daneben werden Organoquecksilber-Verbindungen such als Spritzmittel unter 
anderem zur Vorbltitenspritzung gegen Apfelschorf und im Citrusbau eingesetzt*. 
In der Technik finden Quecksilber und seine Verbindungen in grossem Umfange 
in der Chloralkali-, Holzveredlungs- und Kunststoffindustrie Verwendung, wobei 
vor allem bei organiscllen Synthesen leicht anorganisches Katalysator-Queck- 
silber direkt in oPganisches iibergehen kann, wie sic11 bei der Acetaldehydsynthese 
zur Herstellung von Polyvinylchlorid-Kunststoff in Minamata (Japan) gezeigt 
hat?. Auch in der Pharmazie werden trots erlleblicller Beden.ken noch imrner 
n~t~~L.ciltlar_~larhin~llnapn vIa?w,anrl4 nacr zl~r 5%+ gQ!tige l%trfwlle Arm~dhrlrll ~m.buu\r*.cll&w~a-. UaYIs.UUI.bwaL . Y& ..u+..ur. YCCU .1”1 Y YIu”Y”*.Y L 1L.“*.“*Y..._.. 

7 (Lit. z) beschreibt eine Anzahl Salben, Tabletten und Tinkturen, die h%ufig S-IO Y. 

l Sichc APPENI~C. 
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Quecksilber enthalten. Eine heute g&in&e Lutschtablette zur Desinfektion des 
Nasen-Rachenraumes enthKlt unter anderem Phenylmercuriborat3. Weitere Organo- 
quecksilber-Verbindungen iinclen sich in Prtiparaten zur Behandlung von Ver- 
brennungen, zur Desinfektion, zur Konservierung von InjektionslBsungen sowie 
in Hautantiseptika und Diuretika3e4. 

Nach den weltweit bekannt gewordenen Erkrankungen und Todesftillen 
durch Methylquecksilber-Verbindungen aus der NaIlrung” (Minamata-Krankheit) 
setzten intensive toxikologische Untersuchungen von Quecksilber-Verbindungen ein. 
Dabei zeigte sich, dass Organoquecksilber-Verbindungen eine wesentlich grijssere 
Retentionszeit in einer Reihe von Geweben und eine grijssere spezifische Wirkung 
auf das Nervensystem haben als anorganische Quecksilber-Verbindungen. Vor 
allem Methylquecksilber-Verbindungen kiinnen Chromosomenbriiche und sogenannte 
c-Mitosen hervorrufen, wobei die Wirkung etwa IOOO-fach st%rker ist als die des 
Colcliizins”*7. 

&lmlicll wie die Chlorkohlenwasserstoff-Insektizide reicllern sich such die 
hochtosischen Methylquecksilber-Verbindungen in Krebsen, Muscheln und Fischen 
stark an&, In Fischen, die intensiver als alle anderen Organismen untersucht sind, 
lag Quecksilber in der Hauptsache als Metl~ylquecl~silber-Salz vol’H, das sehr intensiv 
als Fungizid verwandt wurde. Trotz Verbots dieser Verbindung fand man in Schweden 
such weiterhin fast IOO o/o des gesamten Quecksilbers in Fischen als “Metl~ylquecl~- 
silber”. Auch in Eiern und Organen von Htihnern fand man nach Verfiitterung 
von mit Quecksilbernitrat, Methosy~ithyl- oder Phenylquecksilberhydrosid konta- 
miniertem Weizen “Metl~ylquecksilber”~. Erst seit einigen Jahren weiss man, dass 
dieses “Methylquecksilber” mikrobiell oder enzymatisch mit Vitamin B,, als 
Cofaktor aus anderen Quecksilber-Verbindungen entstehen kannlO-12. 

Aufgrund der Peststellung, dass in gewissen Gegenden zahlreiche Nahrungs- 
mittel mit Quecksilber-Verbindungen kontaminiert sind, wurden in letzter Zeit 
Stimmen laut, die starke Bedenken gegen eine weitere Verwendung dieser Sub- 
stanzen anmelden, docll nimmt ihre Anwendung in der Landwirtschaft*, Industrie 
und Pharmazie nur alln~~hlich ab. 

Arbeiten i\ber die Translokation von Quecksilber-Verbindungen und die in 
Nahrungsmitteln vorkommenden Riickstiinde wurden erst ktirzlich zusammen- 
fassend dargestellt lv13. In der Regel werden die Riickstandsuntersuchungen noch 
in der Weise durchgeftillrt, dass die Probe mit Stiure behandelt und das anorganische 
Quecksilber dann als Dithizonat bestimmt wird. Auf diese Weise erh#lt man zwar 
Aufschluss ilber das Vorhandensein und die Konzentration des Qtiecksilbers, 
jedoch keinen Hinweis tiber die cllemische Natur der Quecksilber-Rlickst&i.ndc, 
deren Kenntnis sehr wiclltig ist, da die Toxizitgt der einzelnen Verbindungen zum 
Teil erheblich schwankt. Methylquecksilber-Verbindungen sind beispielsweise erheb- 
lich toxischer als Phenylquecksilber-Verbindungen. Aus diesem Grunde sollte eine 
schnelle und gentigend empfindliche Methode vorhanden sein, urn Routineunter- 
suchungen auf RUcksttinde durchftihren zu k&men: .Relativ wenige Arbeiten liegen 
bisher jedoch far die Identifizierung und Bestimmung bestimmter Quecksilber- 
Verbindungen VOI. In vielen F&llen werden die Substanzen papierchromatographisch 
getrennt und durch 

l Sichc APPENDIX, 
a-. 
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empfindlichkeit liegt im Bereich von 1-1.5 ,ug Quecksilbcr. Eine neuere Arbeit 
untersucht einige Quecksilber-Verbindungen dt.innscl~icl~tcl~romatogral~l~iscl~ (DC) 
in Form ihrer Dithizonstte, wobei die Nacllweisgrenzen etwa z ,ug betragen, wtiihrend 
sie beim gnscl~romalo~apl~iscl~e~~ Nachwcis flir die gleichen Verbindungen zwischen 
0.05 und I ng liegen 16, In einer weiteren Untersuchung werden die Organoqueck- 
silber-Vcrbindungen durch ~berflillren in die Organoquecksilbercllloride und 
successives Bespriillen mit Kupfersulfat und Natriurnsulfi t-Kaliumjodid nach- 
gewiesenl;. Die Nachweisgrenzen liegen sowol~l im UV als aucll im sichtbaren Licht 
fiir Quecksilber(II)chlorid nacll diesem Verfahren bei 0.1-0.025 ycg (Lit. 17). Eine 
tihnliche Emplindlichkeit wurde ftir Quccl~silber(II)cll.lorid klirzlicll such mit 
einer DC-enzymatischen Metllode erreichtls. 

In vorliegender Arbeil: werden neun Organoquecksilber-Verbindungen, die 
als Fungizide nocll heute Anwendung finden odcr erst vor kurzem vom Markt 
verschwanden, DC-enzymatisch und chemisch untersucht. 

MATERIAL UND XtfETHODEX 

Cllemikalien und Liisungsmittel waren analyscnrein und stammten van der 
Firma Merck (Darmstadt). Zur Plattenbescllichtung wurde Kieselgel G oder GF,,, 
nach Stahl mit ca. 13 o/” CaSO,, mittlere Korngriissc IO-40 ,u, verwendel. 

Die in Tabelle I aufgeflihrten Testsubstanzen wurden cntweder von clen 
Herstell.erfirmen zur Verfiigung gestellt oder selbst synthetisiert:. Ausgehend VOII 

metallischem Quecksilber wurde Methylquecksilberacetat nacl~ einer Patentvor- 
s&rift von I<r.ijs cl nZ.l* und daraus durclz Umsetzen mit KOH Methylquecksilber- 
hydroxyd llergestellt 2”. Letztere Verbindung wurde mit HnS04 zu Methylqueck- 
silbersulfat, mit HCl zu Methylquecksilberchlorid, mit Mercaptobenzoestiure zu 
Metl~ylquecksilbern~ercaptol~enzoat, mit: Hydrosychinolin ZLI Methylquecksilber- 
hydroxychinolat und mit Cyanoguanidin zum Metllylquecksilbercyanoguanidin 
umgesetzt. 

T&ldsungc9z, Dii~~a~tscl2ic/ttckror~aato,ava~~2ie ac?zd .S~viillren~~~tz~~~2 

Die Verbindungen 3,4,6 und CJ wurden durch Extrsktion aus ihren For- 
mulierungen gewonnen und wie die tibrigen Verbindungen nacll Umkristallisation 
in den in Tabelle I genannten Ltisungsmitteln gel&t, auf llandgegossene Kieselgel- 
Platten21 aufgetragen, und in verschiedenen Laufmitteln entwickelt. 

Zum Naclnveis der Quecksilber-Verbindungen dienle bei Verwendung von 
Kieselgel GFzG,, CV-Licht der WellenlKnge 254 nm., bei Kieselgel G eine 5 y0 
wiisserige Natriumsulfid-L&sung bzw. eine 0.5 o/;; Dithizon-Ldsung in Tetrachlor- 
kohlenstoff, Beim Nachweis mit Dithizon ersclleinen die Hg-haltigen Substanzen 
als gelbe Flecke auf blauvioIettem Grund, Bespriiht man zu&zlicli mit 25 “/. 
NH,OH, so entwickeln sic11 nacll Igngerer Zeit rdtliche Flecke auf gelbem Grund. 
Der Nachweis wird durch dieses Verfahren allerdings nicllt empfindlicher gestaltet, 

Als Enzymquelle ftir den Nachweis rnit Urease client eine Lijsung von 30 tug 
Enzym (EC. 3.5.1.5, Serva, 250 U/mg) in IO m.l IO-~ M Phosphatpuffer pH 7,o 
und als Substrat eine solche von 500 mg Harnstoff in 12.5 ml 0.01 y. BromLhymol- 
blau-LBsung, die mit Na,CO, auf pH 7,o eingestellt wurde. Eine ausflihrliclre 

Ja ChYomatogv,, 72 (1972) 153-163 
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Beschreibung des enzymatischen Hemmtests erfolgte an anderer StellelN. 
Die Herstellung der Enzympr$paration und Substratltisung fi.ir die Unter- 

suchungen mit Rinderleberesterase erfolgtc in Anlehnung an ACIxRhIANN”RI, doch 
wurde, wie schon friiher besclu-icben”l, das Homogenisieren der Leber und die 
Verdtinnung der Enzympr$parat ion mit 0.0 2 1cI Pl~osphatpuffer pH 7.0 durch- 
geflihrt. I;i.ir das I3espriihen der Platte wurde eine etwa I: 60 (w/v) verdiirmte 
Enzyml6sung gcnommen, Als Substrat diente Naphthylacctat, als Kupplungs- 
reagenz Echtblausalz B. 

Als Enxynquelle fi.ir den Nachweis mit Hilfe der Anlylase-Hemmung diente 
a-Amylase aus 13ncleviz~z wbtilis (E.C. 3.2.1.1, illerck, 170 U/mg) oder P-Amylase 
aus Gerste (E.C, 3.2.1.2, Merck, 28 U/rng), als Substrat eine Lijsung von liislicller 
StKrke in Puffer, Die Durchflihrung des enzymntischen Hemmtests wurde an anderer 
Stellec3 ausfiihrlich beschrieben. Es empfiehlt sich jedoch ein krliftiges Spriihen 
mit Jod, urn such schwHcllere Henunflecke sichtbar zu machen. 

DurchjWwzr~ig tfcs cmymntiscl~e~~ Hdnmtcsts 

Die Platten wurden nach den Entwickeln ohne weitere Vorbehandlung 
sofort mit Enzym besprtiht ,und eine halbe Stunde bei 25 o und So-go (yO Luftfeuchte 
inkubiert. Anschliessend wird mit Substrat besprtiht und entsprechend der jewei- 
ligen MethodelA~“*-~2 weiterbehandelt. 

Laufmittcl, Bcnzol-Accton (go: IO) ; I.7 5= Fahncnbilclung. 
-- ---- 

I~i’7w~SlOff Rf.v x zoo-Wevt Uwlem iVaclwcisgvcnzc (l(g) 
- ---_- 

Mcthylquecl<silbcrsulfst 
Mctl~osytlthylqucclwilbcrchloricl 

Phenylquccl<silbcracctnl: 

R/Iethylquccl~silhcrmcrcaptobc~~zont 

Phcnylquccksilbcrbrcnzcatcchin 

Mcthylquccksilbcrcynriogwniclin 

Mcthylquccksilbercl~lorendicsiilrcimicl 

79 1’ 
0 

7; 
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0 
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77 1: 
77 1: 

0 
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7s 
29 . 

0 

:5s 

25 

7: 

8; 
50 

0 
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4.0 
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( 0.03 I 

I “*Z :: 0. . 
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Unter den bier angewandten Bedingungen lassen sic11 alle neun untersuchten 
Verbindungen zum Teil recllt empfindlich nachweisen. Einer sauberen Trennung 
der Wirkstoffe steht jedoch - vor allem beim DC-enzymatischen Nachweis - ihre 
grosse Uneinheitlichkeit entgegen. Im Urease-Hemmtest sind teilweise bis zu ftinf 
(Tabelle II) und mit den tibrigen untersucllten Enzymen his zu vier (Tabelle III) 
Substanzen festzustellen. Fur die Interpretation der Ergebnisse wirkt erschwerend, 
dass nicht sicher entschieden werden kann, ob die in den enzymatischen Hemmtests 
nachgewiesenen Verunreinigungen der Wirkstoffe Quecksilber enthalten. Fur eine 
derartige Beweisftihrung erwiesen sic11 die fur Schwermetalle spezifischen Spriih- 
reagenzien Natriumsulfid und Dithizon als zu wenig empfindlich und tauschten 
daher such eine relativ grosse Einheitlichkeit der untersuchte,n Verbindungen vor 
(Tabelle IV). 

Aus diesem Grunde kommt den empfindlicheren enzymatischen Nachweis- 
verfahren eine besondere Bedeutung zu, da sie die Identifizierung von tiblicherweise 
nicht feststellbaren Verunreinigungen, die durch ihre hohe biologische Wirksamkeit 
gefghrlich werden kijnnten, ermijglichen. In diesem Zusammenhang sollte such 
auf die grosse Toxizitgt der Dialkylquecksilber-Verbindungen hingewiesen werden. 
Diese im technischen Herstellungsprozess geftirchteten Verbindungen entstehen 
leicht bei der Produktion der Methyl- oder Athylquecksilber-Vorprodukte und 
kijnnten als Spuren in die Wirkstoffe gelangen oder aus ihnen entstehen, wie von 
WOOD et ~1.10 nachgewiesen wurde. 

Wie aus Tabelle II hervorgeht, eignet sich Urease ganz besonders zum Nach- 
weis von Quecksilber-Fungiziden. Die Nacllweisempfindlichkeiten sind recht unter- 
schiedlich. Am besten lassen sich Methoxy~thy1quecksilberchlorid und Phenyl- 
quecksilberacetat mit je 50 ng nachweisen, wobei beide Substanzen auf Queck- 
silberbasis in die N&he von HgCl, koxnmen18. Stellt man den Vergleich auf 
Quecksilberbasis an, so schneiden such Methylquecksilberhydroxychinolat mit 
60 ng, Methylquecksilbercyanoguanidin mit 70 ng und *Methylquecksilbersulfat 
mit 80 ng Hg recht gut ab, Das etwas schlechtere Abschneid.en von Methylqueck- 
silberchlorid im Vergleich zu den bisher genannten Wirkstoffen dtirfte auf die grosse 
Fltichtigkeit dieser Verbindung zurtickzufiihren sein, Dennoclz kijnnte die bier 
gefundene Nachweisgrenze von 0.5 pg durchaus mit bisher publizierten konkur- 
rieren, 

Die Ergebnisse in Tabelle II zeigen weiter, dass der Urease-Hemmtest sich 
vor allem such zum Nachweis von eventuell toxikologisch bedeutsamen Verun- 
reinigungen zu eignen scheint. Die in der Tabelle angegebenen Auftragmengen an 
Gesamtsubstanz, bei denen die einzelnen Komponenten gerade noch nachzuweisen 
sind, sagen zwangsltiufig nichts iiber die eigentliche Hemmstarke dieser Sub- 
stanzen aus, da: ihr Anteil am I Wirkstoff und ihre Struktur unbekannt sind, Es 
ist daher durchaus denkbar, class’ eine Substanz, die schon bei relativ holler Auf- 
tragmenge nicht, m&r nachzuweisen ist; dennoch den sttirksten Urease-Hemmer 
darstellt, ihr Anteil ‘an der Gesamtsubstanz aber verschwindend gering ist. Dieses 
Testverfahren erm&glicht daher in der vorliegenden Form keine quantitativen 
Aussagen, ‘., ,.. 

Auch andere Enzyme, kiSnnen zum .Nachweis von Organoquecksilber-verbin- 
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dungen herangezogen werden, wie Tabelle III zeigt. Diese eignen. sic11 jedoch in der 
Regel nicht so gut zum Erfassen von Verunreinigungen wie die Urease. Auch die 
untere Nachweisgrenze liegt in der Regel ungtinstiger. Die mit Esterase zu erf&- 
senden Konzentrationen bewegen sich in den meisten Fallen zwischen IOO und 5 ,ug, 
lediglich MethylquecksilberchlorendicsKureimid (Memmi) ist mit E&erase empfind- 
lither nachzuweisen als mit Urease. In der Regel wird mit Leberesterase nur eine 
Substanz erfasst, die in den meisten Fallen mit der am empfindlichsten durch 
Urease nachzuweisenden iibereinstimmt, Von dieser Regel macht Memmi eine 
deutliche Ausnahme;’ denn hier werden lediglich zwei, mit Urease nur hei hohen 
Auftragmengen nacbweisbare Bestandteile infolge empfindlicher Esterase-Hemmung 
nachgewiesen. 

Bei Hemmtests mit a-Amylase treten teilweise bis zu drei neue, mit Urease 
nicht feststellbare Flecke auf, wahrend Ureasehemmflecke andererseits verschwinden 
(Tabelle III). Unverst8ndlicb ist das Erscheinen von weissen Flecken auf schwach 
blaulichem Grund, wenn man die Jodlijsung etwas fruher als tiblich spruht. Eine 
Aktivierung der Amylase kann zwar nicht ausgeschlossen werden, erscheint aber 
recht unwahrscheinlich. Eher kiinnte man eine Reduktion des Jods zum Jodid durch 
eine Verunreinigung in den Wirkstoffen in Betracht ziehen, doch ist eine Klarung 
dieser Frage erst m8glich, wenn alle Bestandteile in den Wirkstoffl8sungen bekannt 
sind und in reiner, Form vorliegen. 

Der /3-Amylase-Hemmtest zeigt ahnliche Ergebnisse wie der Esterase-Hemm- 
test, er gestaltet sich jedoch wesentlich empfindlicher. Auch hier treten gelegentlich 
weisse Flecke m.it blauem Hof - vornehmlich am Start - auf. Die frtiher beob- 
achtete grijssere Empfindlichkeit der @Amylase im Vergleich zur a-Amylases3*24 
ist hier nicht vergleichbar, da die Hemmflecke nur teilweise Ubereinstimmen. 

In Tabelle IV wird eine mit Hilfe des DC-enzymatischen Nachweises erzielte 
Trennung jener mit chemischen Mitteln erhaltenen gegentibergestellt. Auf den 
ersten Blick ergibt sich, dass mit Hilfe der Urease-Hemmung im grossen und 
ganzen mehr Substanzen in den Wirkstoffen nachzuweisen sind, wallrend mit 
chemischen Methoden nur eine, hiichstens zwei Verbindungen in einem Wirkstoff 
vorzuliegen scheinen. Welcher Methode man im Falle von Rtickstandsuntersuchungen 
den Vorzug geben solI, sollte such im Hinblick auf die empfindlicheren Nachweis- 
grenzen des Urease-Systems nicht schwerfallen, Der Nachteil des DC-enzymatischen 
Nachweises liegt darin, dass eine solche Vielzahl von Substanzen erfasst wird, dass 
sie auf DC-Platten kaum zu trennen sein werden. 

Bei Anwendung des chemischen Nachweises sind die Hauptbestandteile der 
neun Wirkstoffe relativ leicht ,voneinander zu trennen (Tabelle IV). Als Gruppe 
lassen sich die Verbindungen 1,2,5 und 7-g nit Isopropyl5ther als Laufmittel gut von 
.den Verbindungen 3,4 und 6 abtrennen, Diese beiden Gruppen ktinnen dann mit 
Chloroform-Essigester (zo : 4) aufgetrennt werden, Bei einer zweidimensionalen 
Chromatographie stGren zum Teil die Schwanzbildungen der Substanzen 5 und 7. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die ,Miiglichkeiten eines Nachweises von Quecksilber-Fungiziden mit Hilfe 
von DC-enzymatischen und chemischen Verfahren, . werden untersucht , Dabei 
zeigt sich, dass der Nachweis mit Urease hochempfindlich ist und bis zu ftinf 
Substanzen pro Fungizid nachgewiesen werden k6nnen. Die Nachweisgrenzen 
liegen zwischen 50 ng und I ,ug ftir die Hauptbestandteile und zwischen L und 
Go ,ug ftir die Verunreinigungen. Auch Rinderleberesterase, a- und #I-Amylase 
werden gehemmt und kijnnen zum Nachweis herangezogen werden, doch sind die 
Nachweisgrenzen in der Regel ungtinstiger. 

Der chemische Nachweis mit Natriumsulfid und Dithizon gestaltet sich im 
Vergleich zu Urease unempfindlicher. Die Nachweisgrenzen liegen zwischen 0.5 
und 20 ,ug, und es erscheinen nur maximal zwei Substanzflecke. Mit Hilfe von zwei 
Laufmittelsystemen, Isopropykither und Chloroform-Essigester (IO: 4)) und chc- 
mischem Nachweis ist eine Trennung der neun, untersuchten Quecksilber-Fungizide 
m6glich. 1.1 .’ 

APPENDIX - 

In der BRD ist aufgrund der “Verordnung ilber Anwendungsverbote und 
-beschr%nkungen ftir Pflanzenschutzmittel~’ vom 23, Juli 1971 die Anwendung 
von Quecksilber-Verbindungen, nur zul5ssig als Saatgutbeizmittel bei Getreide, 
Grtisern, landwirtschaftlichen Leguminosen; al- und Futterpflanzen, Zierpflanzen 
einschliesslich Blumenzwiebeln .und -knollen sowie Hackfrtichten ausser Kartoffeln. 
Datiber hinaus sind, Bestrebungen im Gange, in einer Novellierung der obigen 
Verordnung die Anwendung von Quecksilber-Verbindungen weiter einzuschr%nken, 
so dass diese nur noch als Saatgutbeizmittel bei Getreide, ausser Mais, angewendet 
werden’dtirfen. 
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