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SUMMARY 

Metabolism of phenylureas. I. Thin-layer chromatograplric separation and identijication 
of aliphatic hydroxylamines in the presence of aliphatic amines 

Methyl-substituted hydroxylamines, which can be formed as metabolites from 
various pesticides, were easily separated in the presence of alkylamines by thin-layer 
chromatography (TLC). The volatile hydroxylamines were steam-distilled from crop 
samples, concentrated in diluted hydrochloric acid and then chromatographed as 
hydrochlorides in dioxane-ethanol-I N WC1 (3:3: 1) on cellulose layers. To ensure 
the identity of the hydroxylamines, they were converted to 2&dinitrophenyl and 
4-chlorophenylcarbamoyl derivatives. These compounds could be separated by thin- 
layer chromatography on silica gel using several solvent systems. The detection limits 
were in the range of I pg for the hydrochlorides up to 0.1 pg for the 2,4-dinitrophenyl 
and 4-chlorophenylcarbamoyl derivatives, 

EINLEITUNG 

Zahlreiche Pflanzenschutzmittel enthalten in ihrem Molekiil niedere aliphati- 
sche Amin- und Hydroxylamingruppierun.gen (Tabelle I), die im Verlauf des Stoff- 
wechsels als freie Verbindungen entstehen k6nnen, jedoch bisher nur in wenigen 
Fallen einem empfindlichen Nachweis zuggnglich waren, so dass ihr Entstehen 
wlhrend des Metabolismus dieser Pflanzenschutzmittel nur vermutet wurde. 

Eine grosse Anzahl aliphatischer Amin- und Hydroxylamingruppierungen sind 
in den verschiedenen Herbizid-, Insektizid- und Fungizidklassen zu finden. Als Amide 
von Carbons&urederivaten finden sie sich in den substituierten Harnstoffen, den 
Carbamaten, Thio- und Dithiocarbamaten, wfihrend sie als Amine in einer grossen 
Anzahl von &iazinen enthalten sind. Fiir Untersuchungen zum Metabolismus ist 

l Dem Bundesministerium ftir Forschung und Technologie wird far die Finanzierung dieser 
Arbcit im Rahmen des koordinierten Forschungsprogrammes “Herbizide unter Umweltgesichts- 
punkten” gedankt. 
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TABELLE I 

BEISPIELE VON PFLANZENSCHUTZMITTELN MIT MGGLICHERWEISE IM STOFF- 
WECHSEL FREIWERDENDEN AMIN- UND HYDROXYLAMINGRUPI’IERUNGEN 

Strukrur Clrcrnisclre Bereicltrnrrrg Aawenduttg 

Cl Cl 

-N::;3H3 

Cl Cl 

3-(N’,N’-Dimethylaminomcthylcnimino)- 
phcnyl-mcthylcarbamat 
Formctanat (Schcring). 

Bcnzhydroxamsiiure (Bayer) Fungizid 

3-(4-ChlorphcnyB-1-methoxy-1-methylharnstoff 
Monolinuron (Hoechst) 

3-(3-Chlor-4-bromphcnyi)-l-methoxy-l- 
methylharnstoff 
C 6313 (Ciba) 

4-Chlorphcnoxyessigstiurc-0-mcthylamid 
(Vclsicol) 

. 

N-Mcthoxy-N-methyl-2,3,5,6-tetrachlor-4- 
carbomethoxy-bcnzamid 
(Velsicol) 

O-Mcthyl-O-iithyl-S-(N-isopropyl-N-mcthoxy- 
carbamylmethyl)-dithiophosphorsiiureestcr 
(Velsicol) 

Akarizid 
lnsektizid 

Herbizid 

Hcrbizid 

Herbizid 

Herbizid 

Herbizid 

der Nachweis dieser als Amine und Hydroxylamine abspaltbaren Gruppen wichtig, 
urn Aussagen tiber mligliche Abbauwege und damit die angreifenden Enzyme sowie 
die Persistenz der Substanzen machen zu kiinnen. 

Einige papier- und diinnschichtchromatographische Nachweisverfahren ali- 
phatischer Amine sind bereits bekannt lw4. Unberiicksichtigt blieben dabei jedoch die 
aliphatischen Hydroxylamine, von denen lediglich ftir das N,O-Dimethylhydroxyl- 
amin ein diinnschichtchromatographischer Nachweis vorliegt’. 

In der hier vorliegenden Arbei t wird speziell das Trenn- und Nachweisverhalten 
aliphatischer Hydroxylamine in Gegenwart einiger niederer aliphatischer Amine 
beriicksichtigt, wobei ein grosserer Wert auf eine saubere Trennung als eine hohe 
Nachweisempfindlichkeit gelegt wurde, denn diese Methoden dienen als Grundlage 
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fur Metabolismusstudien mit ‘“C-markierten Wirkstoffen. Markierte Substanzen 
aber kannen bekanntlich aufgrund ihrer Strahlung hinreichend empfindlich erkannt 
werden. Zur Sicherung der Hydroxylamin-IdentitSit wurden neben dem Trenn- und 
Nachweisverfahrcn der Hydroxylamine in Form ihrer Hydrochloride je zwei weitere 
Derivate der untersuchten Substanzen hergestellt und diese ebenfalls dtinnschicht- 
chromatographisch getrennt und nachgewiesen. Dabei musste besonders auf die 
zwei verschiedenartig gebundenen Wasserstoffatome geachtet werden, die beide 
Ausgangspunkt miiglicher Derivatbildung sein ki5nnen. 

MATERIAL UND METWODEN 

Reap&en zur Clvomatograpltie und Derivatbildung 
Die zur Chromatographie eingesetzten LiSsungsmittel (Merck) waren analysen- 

rein. Zur Plattenbcschichtung” wurden je 4 g Cellulose, mikrokristallin “Avicel” 
(Merck), in 16.5 ml Wasser oder 5.7 g Kieselgel G oder GFzs4 nach Stahl mit ca. 13% 
CaS04, mittlere Korngr&se IO-40 p, in 15 ml Wasser verwendet. Zur Derivatbildung 
wurde 1-Fluor-2,4=dinitrobenzol (p.a. Merck) und 4Chlorphenylisocyanat (Ega) 
verwendet. 

Die Detektion der Hydroxylaminhydrochloride erfolgte mit Ninhydrin: 2 g 
Ninhydrin @a. Merck) werden in 40 ml Wasser erwtirmt, mit einer Lijsung aus 80 g 
Zinn(II)chloridin 50 ml Wasser versetzt und der Niederschlag abfiltriert. 50 ml dieser 
Stammlirsung werden mit .50 ml Wasser und 450 ml Isopropanol zu dem Sprilhreagenz 
verdtlnnt. Nach dem Besprilhen htilt man die Platten 30 min bei 80”. 

Die 2,4-Dinitrophenyl(DNP)-Derivate der Amine und Hydroxylamine sind 
bereits aufgrund ihrer Eigenftirbung sichtbar. Auf Kieselgel GFzs4 wird die Nach- 
weisgrenze bei Ausnutzung der Fluoreszenzloschung unter dem UV-Licht (254 nm) 
urn etwa den Faktor 5 verbessert. 

Zum Nachweis der 4-Cl~lorphenylcarbamoyl (CPC)-Derivate wurde N- [Naph- 
thyl-(l)]-~thylendiammoniumdichlorid (p-a. Merck) benutzt. Dazu wird die chroma- 
tographierte Platternit Eisessig-bithanol(3 : 1) bespriiht und 15 min bei 150” gehalten’. 
Das entstandene 4Chloranilin wird mit einem frisch bereiteten Gemisch einer 0.3 N 
Natriumnitrit- und 2 N wlsserigen SalzstiureliSsung (1 : 1) diazotiert (cu. 1 ml/Platte) 
und mit einer 0.01 M wlsserigen N-[Naphthyl-(l)]-Hthylendiammoniumdichlorid- 
li%ung gekuppelt (cu. 1 ml/Platte). Die Flecke erscheinen rosa auf weissem Grund, 

Herstelhng der Substanzen 
N-Monosubstituierte Hydroxylamine werden durch Hquimolare Mengen 

Dimethylsulfat zuerst am Sauerstoff methyliert. Nach Zugabe eines weiteren Mols 
Dimethylsulfat erfolgt Methylierung am Stick&off. Bei einer Acylierung reagiert 
dagegen zuerst der N-stiindige Wasserstoff. Danach geht eine weitere Acylgruppe die 
0-Bindung ein. 

l-Fluor-2&dinitrobenzol vermag offensichtlich aus sterischen Griinden nur am 
Stickstoff zu substituieren. Mit 4Chlorphenylisocyanat reagieren monosubstituierte 
Hydroxylamine einheitlich zu 4Chlorphenylcarbamoylderivaten, also zu substi- 
tuierten PhenylharnstoffenB-*O. 

Hydroxylaminhydroch~oride, N,O-Dimethylhydroxylamin 1 kann tlber die 
Reaktion von Nitrit mit Natriumdisulfit zum Fremysalz und sukzessiver Methylie- 
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rung” hergestellt werden. Ausserdem wurde es aus 3-(4-Chlorphenyl)-l-methyl-l- 
methoxyharnstoff (Monolinuron) durch alkalische Hydrolyse und anschliessende 
Destillation bei 60” (15-cm Kolonnenrohr, gefiillt mit NaOH-Rotolies) in einer 
Ausbeute von 78% erhalten. Durch Einleiten von HCI-Gas erhlilt man das Hydro- 
chlorid. 0-Methylhydroxylaniin 2 wurde ebenfalls i.lber das Fremysalz durch Methy- 
lierung mit Dimethylsulfat synthetisiert 12-‘4. N-Methylhydroxylamin 3 wurde durch 
Reduktion von Nitromethan mit Zinkstaub hergestellt’5*i”. Die Hydroxylamin- 
hydrochloride l-3 werden durch Umkristallisation aus absolutem AthanoI gereinigt. 

Hydroxylamindinitrophenylderivate. Die prtiparative Darstellung der DNP- 
Derivate erfolgte durch Umsetzen von 0.02 Mol Hydroxylamin (bzw. Amin) mit 0.02 
Mol I-Fluor-2,4-dinitrobenzol. Bei Verwendung der Hydrochloride wurde in w&s- 
seriger LiSsung (2 ml) unter Zusatz von 0.5 g Na2COj gearbeitet. Dabei kann mit 
Ausnahme der Verbindungen 10 und 11 bis 60” erhitzt werden. Alle Substanzen fallen 
kristallin an und kirnnen aus Alkohol umkristallisiert werden. Die Substanzen 10 
und 11 reinigt man ohne Erwiirmung durch Umfgllen aus 1 N NaOH mit 1 N WC1 
(Farbumschlag der LBsung von schwarz nach gelbrot). 

Hydroxylamin-(4-citIorplrcrtyl)-carbamoylder~vafe. Verbindung 22 entsteht durch 
Reaktion von Hydroxylaminhydrochlorid mit 4-Chlorphenylisocyanat8. Aus Ver- 
bindung 22 wird durch Methylierung mit einem Mol Dimethylsulfat Verbindung 20 
und mit 2 Molen Dimethylsulfat Verbindung 19 erhalten”*‘*. Daneben kann Ver- 
bindung 20 such durch Umsetzung von 4-Chlorphenylisocyanat mit O-Methylhydro- 
xylamin” hergestellt werden. Nach dem gleichen Verfahren entsteht such Verbindung 
21* aus N-Methylhydroxylamin und 4-Chlorphenylisocyanat’. 

DURCHFUWRUNG DER VERSUCHE UND ERGEBNISSE 

(I) Trennung und Nachweis ah Hydroxylarninltydrochloride 
Trennung und Nachweis von Hydroxylaminen als Hydrochloride ist eine der 

naheliegendsten Miiglichkeiten. Hierbei mihsen jedoch wtisserige Laufmittelgemische 
eingesetzt werden, wodurch ein Arbeiten mit allgemein g;ingigen Sorptionsmitteln, 
wie Kieselgel und Aluminiumoxid, sehr erschwert wird. 

Aus diesem Grunde wurde bisher eine Anzahl Amine als Hydrochloride in 
Anlehnung an Aminostiuretrennungen niche mit Hilfe der Diinnschichtchromato- 
graphie (DC), sondern papierchromatographisch untersucht’. Da die DC jedoch 
vielevorteile bietet, wurde hier mit Celluloseschichten gearbeitet, die sich fiir eine 
DC-Trennung von Aminen und Hydroxylaminen in Form ihrer Hydrochloride 
bewghrten. Als besonders geeignet erwies sich ein Laufmittelgemisch aus Dioxan- 
Alkohol-1 N HCl (3:3: 1) (Tabelle II). Mit Hilfe von Ninhydrin als Sprtihreagenz 
ki5nnen Substanzflecke zwischen l-10 pg sichtbar gemacht werden. 

Ein Arbeiten mit Hydrochloriden in wlisseriger LiSsung hat gegeniiber dem 
Arbeiten mit freien Aminen den Vorteil, dass L&ungen gefahrlos auf ein kleines 
Volumen konzentriert werden kiinnen, ohne dass ein Substanzverlust infolge zu 
hoher Fliichtigkeit zu erwarten wtire. So konnten 1 mg N-Methyl-, O-Methyl- und 
N,O-Dimethylhydroxylaminhydrochlorid in 5 ml 0.1 N WC1 quantitativ wiederge- 

* Ftir einc zur Verftigung gestellte Vcrgleichsprobe sei den Farbwerken Woechst AG vielmals 
gedankt. 
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TABELLE II 

RF x lOO*WERTE VON HYDROXYLAMINHYDROCWLORIDEN IM VERGLEICW ZU 
EINJGEN AMINHYDROCHLORIDEN * 

Sorptionsmatcrial: Cellulose mikrokristallin “Avicel”; Laufmittclsystcmc: (A) Alkohol-konz. 
I-ICI (100: 1); (B) Dioxan-Alkohol-1 N WCI (3: 3: 1): SprUhrcagcnz: Ninhydrin. (Z) = Zcrsetzung; 
(S) = Sublimation. 

Nr. Vcrbhdttttg l FP. (“0 RF x JOO- Werr Farbe ntit 
HCI 

A B 
Nittltydritt 

2 C%O, 
NH 

H' 
148-149 33 42 

3 HO. 
NH 88- 89 

CHJM 
35 49 

4 HO. 
H/NH 153 (Z) 30 39 

5 
CHa 

.NH 
CH/ 

170-172 23 37 

rosa 

gelb 

gelb 

violett 

6 CHa, 
NH 232 (S) 18 30 violett 

H' 

7 C+J-W orange 

l Mittelwerte aus acht Bcstimmungen. 

funden werden, nachdem sie auf ein Volumen von 100 ~1 bei 40” am Rotationsver- 
dampfer eingeengt worden waren. 

Durch kombinierte Destillation der freien Hydroxylamine aus einem Pflanzen- 
homogenat mit Anreicherung durch Einengen des salzsauren Destillates ktinnen mit 
Hilfe der DC niedere Hydroxylamine bis hinunter in den pug-Bereich nachgewiesen 
werden. 

So wurden 10 g Kartoffel mit je 1 mg der Hydroxylamine l-3 im Ultraturrax 
mazeriert und auf ein Volumen von 15 ml gebracht. Ein Milliliter der Suspension 
wurde in einer Mikrodestillationsapparatur’ mit 1 ml 8 N NaOH versetzt, durch 
Einleiten von Stickstoff bei 100” wasserdampfdestilliert und in zwei hintereinander- 
geschalteten Vorlagen mit je 4 ml 0.1 N WC1 aufgefangen. Das Destillat wird am 
Vacuumrotationsverdampfer bis eben zur Trockne eingeengt und mit 100 ,ul riithanol 

l Glastechnische Werkstltten, Rheinallec 68,65 Mainz, B,R.D. 
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aufgenommen. Davon werden 25 ,uI auf eine mit Cellulose beschichtete Platte auf- 
getragen und in Laufmittel I3 (Tabelle II) entwickelt. Alle drei Substnnzen (theoretisch 
vorliegende Menge I7 l&g) sind ungestart neben codestillierten Kartoffelinhnlts- 
stoffen gut nachweisbar. 

Die Umsetzung von Hydroxylaminen zu ihren DNP-Derivaten gelingt sowohl 
unter prtiparativen 211s such analytischen Bedingungen leicht. Die DNP-Derivate 
ermijglichen eine gute Trennung auf Kieselgel G-Platten, wobei sich durch ihre 
starke Eigenfgrbung ein Spriihreagenz eriibrigt. 

DNP-3*‘9-27, 3,5-Dinitrophenyl-2 und 4-Dimethylamino-3$dinitrobenzoe- 
siiure-4*22 Derivate einiger Amine wurden bereits diinnschichtchromatographisch 
untersucht, doch waren die Hydroxylamine hierbei nicht beriicksichtigt worden. Sie 
lassen sich, wie Tabelle III zeigt, als DNP-Derivate sicher nachweisen und trennen, 
wobei als Laufmittel Diisopropyliither-Chloroform-n_Hexan (1 : 1: 1) besonders 
geeignet erscheint. Die Nachweisempfindlichkeit liegt bei 1 ,ug. 

Der Nachweis von Hydroxylaminen in Extrakten wurde in Bhnlicher Weise wie 
unter (1) durchgefiihrt: Das fast zur Trockne eingedampfte Destillat der Wasser- 
dampfdestillation eines Kartoffelhomogenates (10 g Kartoffel + je 1 mg der Ver- 
bindungen 1 und 2) wurde mit 1 ~Mol 1 -Fluor-2&dinitrobenzol (FDNB) in,? ml 1 iV 
Na2C03-LiSsung zur Reaktion gebracht (15 min 40”), mit dreimal je OS ml Ather gut 
ausgeschiittelt, die vereinigten Atherextrakte in einem l-ml SchliffkiSlbchen mit Stick- 
stoff gerade zur Trockene geblasen und mit 100~1 Aceton aufgenommen. Ein Aliquot 
von 10 ~1 wurde auf eine DC-Platte aufgetragen. Neben vier gefiirbten Blindwert- 
flecken (Verbindungen 14 und 17 und zwei unbekannten Substanzen) ktinnen die Ver- 
bindungen 1 und 2 als Verbindungen 8 und 9 ungestiirt identifiziert werden (Fig. 1). 
Nicht umgesetztes FDNB hydrolysiert, falls nicht in zu grossem Uberschuss zugesetzt, 

Fig. 1. Destillat eines Kartoffelhomogenates nach Reaktion mit FDNB. Ko=Unbehandelte 
Kartoffel, Kl=mit den Verbindungen 1, 2 und 3 behandelte Kartoffcl; GE Gemisch der Test- 
verbindungcn 8-l 1, 17 und 18 (I pg/Verbindung). 
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zum 2,4-Dinitrophenol und st8rt den Nachweis der Hydroxylamine nicht. Bei Reak- 
tion der Verbindungen 3 und 4 tritt im Falle eines Uberschusses an FDNB hiiufig 
jeweils ein weiterer Fleck mit geringerem Rp-Wert als die Hauptverbindungen auf. 
Diese neu auftretenden Substanzen konnten his jetzt durch Elementaranalyse nicht 
als Bis-dinitrophenylverbindungen -wie anfangs vermutet- nachgewiesen werden. 
Das Auftreten der Verbindung 14 ist wahrscheinlich auf Ammoniak zurilck.zufiShren, 
das mtiglicherweise bei der Wasserdampfdestillation durch Zersetzung von Inhalts- 
stoffen der Kartoffel entsteht. 

(3) Trennung und Nachweis von Hydroxylamincn als CPC-Derivate 
Hydroxylamine reagieren mit 4-Chlorphenylcarbamoylchlorid oder 4-Chlor- 

phenylisocyanat glatt zu den entsprechenden CPC-Verbindungen. Arbeitet man in 
einem zweiphasigen System, z.B. Wasser-Dichlormethan, so verliiuft die Reaktion 
zwar mit guten Ausbeuten’, doch bildet sich als Nebenprodukt stets der symmetrische 
4,4’-Dichlordiphenylharnstoff 26. 

Die Derivatbildung der Hydroxylamine zu den entsprechenden CPC-Verbin- 
dungen llsst sich zum analytischen Nachweis gut ausnutzen. Die CPC-Derivate 
stellen Phenylharnstoffe dar, die sich sicher mit Hilfe der DC trennen und nachweisen 
lassen und zum Teil als Umwandlungsprodukte von Phenylharnstoffherbiziden in 
Mikroorganismen und Pflanzen beschrieben wurden7*23g24. 

Der Nachweis erfolgt in folgender Weise: Salzsaure Wasserdampfdestillate mit 
den Hydroxylaminhydrochloriden werden im Vakuum im Kuderna-Danish-Kolben 
mit angeschlossenem l-ml SchliffkiSlbchen gerade eben zur Trockne eingeengt, mit 
1 ml Toluol versetzt und unter Eiskiihlung 10 set lang mit einem feinen Ammoniak- 
Strom begast. Nach Zugabe von 0,5 ml einer toluolischen LiSsung von 4Chlorphenyb 
isocyanat (20 mg/ml) wird I Std. bei 35” gehalten und anschliessend die Liisung 
durch einen feinen Stickstoffstrom auf I ml eingeengt. Von dieser LiSsung werden 10 
~1 auf eine DC-Platte aufgetragen, mit Chloroform-Methanol-Pyridin (100: 5: 1) 
entwickelt und nach saurer Hydrolyse zum Farbstoff gekuppelt. Die Nachweisgrenze 
liegt bei 0.1 pg der Harnstoffverbindung. 

Durch Nebenreaktionen bei der Derivatbildung kann man neben wenig 4- 
Chlorphenylisocyanat 28 immer Verbindung 25 (CPC-Derivat des Ammoniaks) und 
den symmetrischen 4,4’-Dichlordiphenylharnstoff 26 nachweisen. Verbindung 26 
stiirt nur den sicheren Nachweis von Verbindung 23. Bei einem grossen Uberschuss 
an 4-Chlorphenylisocyanat entsteht bei der Reaktion mit dem Hydroxylamin 4 eine 
weitere Substanz mit dem RI: x IOO-Wert von 52, bei der es sich mbglicherweise urn 
4,4’-Dichlordiphenylhydroxybiuret handelt’8*25. 

DISKUSSION 

Mit Hilfe einer Kombination von Derivatbildung und_DC-Trennung wird die 
sichere Identifizierung einer Reihe beim Abbau von Phenylharnstoffherbiziden zu 
erwartender Hydroxylamine l-4 und niederer aliphatischer Amine bis hinab in den 
pg-Bereich m6glich. Es wurde versucht, durch Auswahl sehr unterschiedlicher Hydro- 
xylaminderivate die Identifizierung der Verbindungen so sicher wie mtiglich zu ge- 
stalten und nicht nur die Identitit auf mehrere Rp-Werte einer Ausgangsverbindung 
in verschiedenen Laufmitteln zu begrtlnden. 
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Von allen drei beschriebenen Methoden ist die Trennung der Hydroxyltimine 
iiber die Hydrochloride sicher.die einfachste und schnellste Methode, jedoch dhneln 
sich manche Substanzen in ihrem chromatographischen Verhalten sehr stark. Bei- 
spielsweise sind die Verbindungen 1 und 3 als Hydrochloride(Tabelle II) nicht zweifels- 
frei nebeneinander zu identifizieren, wahrend sie als DNP- bzw. CPC-Derivate 
(Verbindungen 8 und 10 bzw..19 und 21 der Tabellen III bzw. IV) ohne Schwierig- 

TABELLE IV 

RFx 100.WERTEVON4-CHLORPEIENYLCARBAMOYL-DERIVATENEINIGERHYDRO- 
XYLAMINE UND NIEDERER AMINE’ 

So~ptionsmaterial:“Kiesclgel G; Laufmittclsystcme: (A) Diisopropyllthcr; (B) Chloroform- 
Methanol-Pyridin (100: 5 : 1). 

Nr. 518 FP. ("0 RF x IOO- Wcrt 

CPC a -C-N-C1 A B 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

CHJO 
'N-CPC 

CH/ 

CHJO 
'N-CPC 

H' 

I-IO 
'N-CPC 

CH,’ 

HO 
'N-CPC 

H' 

CH3, 

CH,' 
N-WC 

cH3, 

H’ 
N-CPC 

H\ 

HiN-CPC 

C&LCPC 

C1eNHP 

CLeN=C=O 

76-78 

138-140 

142-i43 

170-17s (Z) 

174-175 

243-244 

205-207 

309-3 I O(S) 

70-71 ’ 

24 77 

13 50 

21 42 

12 I5 

I7 57 

4 28 

2 I’1 

59 

37 69 

68 

* Mittelwerte aus zehn Bestimmungen. 
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keiten zu trennen und identifizieren sind. Bei Arbeiten mit nicht radioaktiv markierten 
Substanzen ist bei geeigneter Arbeitsweise durch die Derivatbildung eine Steigerung 
der Nachweisempfindlichkeit urn den Faktor 10 miSglich, wobei sic11 im Falle der 
DNP-Derivate ein Nachweis durch die starke Eigenftirbung der Verbindungen beson- 
ders einfach gestaltet. 

Eine Umsetzung der I-Iydroxylaminhydrochloride zu den DNP-Derivaten 
direkt auf der DC-Platte -zur Vermeidung von Verlusten bei den Reaktions- und 
Ausschiittelvorglngen- gestaltet sich bei inaktiven Versuchen schwierig. Durch die 
wgsserige, gestittigte CarbonatlBsung (1 ,ul) und einen niStigen grssseren FDNB- 
uberschuss kommt es zu einem <tailing, das durch hydrolytische Umwandlung von 
FDNB 16 zur freien Phenolverbindung 18 wlhrend der Chromatographie begriindet 
ist. Ein Zusatz von Glycin zur Beseitigung des uberschusses an FDNB wiederum 
filhrt zu einer Uberladung des Startfleckes und verursacht ebenfalls Schwanzbildung. 
Bei einem Nachweis der radioaktiven Hydroxylamine l-3 ist die Methode der Deri- 
vatbildung auf der Platte jedoch gut praktikabel, da uberschiisse an Reagenzien den 
radioaktiven Nachweis nicht stiiren. 

Eine Umsetzung der Hydroxylamine zu den entsprechenden CPC-Derivaeen 
fiihrt vor allem zu einer sicheren Trennung des unsubstituierten Hydroxylamins 4 
und des Dimethylamins 5. Wiihrend diese sich weder als Hydrochloride noch als 
DNP-Derivate (Verbindungen 11 und 12) sicher unterscheiden lassen (Tabelle II und 
III), gelingt dies sehr gut in Form ihrer CPC-Derivate (Verbindungen 22 und 23 der 
Tabelle IV). Diese TrennmiSglichkeit ist sehr wicheig, da das Dimethylamin 5 h$ufig in 
Proben anwesend ist, in denen das unsubstituierte Hydroxylamin 4 nachgewiesen 
werden solI. Die Nachweisempfmdlichkeit entspricht jener der DNP-Derivate. 

Die Reaktion der Hydroxylamine zu den CPC-Derivaten kann such am Start- 
punkt der DC-Platte erfolgen, doch fiihren such hier Reagenzientiberschisse zu 
Schwierigkeiten bei der anschliessenden Detektion mit dem Sprtihreagenz, die nur 
beim radioaktiven Arbeiten ohne Bedeutung sind. 

Bei der Wasserdampfdestillation in neutraler L&ung werden Amidbindungen 
(im Gegensatz zur DestiIlation in alkalischem Medium) nicht gespalten. Dies ist 
wichtig, wenn die frei vorliegenden Amine und Hydroxylamine, die beispielsweise 
wPhrend des Metabolismus von Phenylhamstoffherbiziden entstehen kgnnen, im 
Wasserdampfdestillat nachgewiesen werden sollen. Auch wHhrend des Stoffwechsels 
ausgeschiedene gasfiirmige Amine und Hydroxylamine ktinnen in geschlossenen 
Systemen nach Adsorption in einer mit verdiinnter Slure beschickten Vorlage und 
anschliessender Konzentrierung leicht nachgewiesen werden. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Niedere aliphatische Hydroxylamine, die als Metaboliten verschiedener Pflan- 
zenschutzmittel auftreten ktinnen, werden neben niederen Alkylaminen mit Hilfe der 
DC getrennt. Zur Trennung dieser wasserliSslichen, leicht fltichtigen Hydroxylamine 
in Form ihrer Hydro’chloride eignen sich besonders Sorptionsschichten von Cellulose 
und als Laufmittel Dioxan-Alkohol-1 N NC1 (3: 3: 1). Zur weiteren Sicherung der 
IdentitHt wird die Herstellung von Hydroxylamin-2&dinitrophenyl @NP)- und 4- 
Chlorphenylcarbamoyl (CPC)-Derivaten beschrieben. Diese lassen sich sehr gut auf 
Kieselgelschichten mit verschiedenen Laufmittelgemischen trennen. Alle drei Metho- 
den erlauben einen Nachweis der Verbindungen zwischen 0.1-l ,ug pro Fleck. 
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