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SUMMARY

Mertabolism of diadlkyldithiocarbamates. 1. Determination of aniines using a
reacrion with isocvanutes followed by gas chromarographic identification of the ureua
derivatives formed.

N.N"-Di- and N.N’.N'-trisubstituted urecas. formed by the reaction of amines
with isocyanates, e.g. rert.-butyl 1socvanate or 3-trifluoromethylphenyl isocyanate. are
useful derivatives for the gas chromatographic analysis of primary and secondary
amines. The separation is carried out at temperatures between 70 and [30° on liquid
phases such as silicone OV-101 and silicone OV-17. With nitrogen and electron cap-
ture- detectors the detection limit is 10 g. Trace analvsis of simple primary and
secondary amines is important for the study of the metabolism of dialky! dithiocarba-
mate fungicides or urea herbicides. Since secondary amines are considered to be
potential precursors of cancerogenic nitrosamines their analvsis i1s also of great im-
portance.

EINLEITUNG

Der Metabolismus von Dithiccarbamaten wurde in der Literatur verschiedent-
lich beschrieben'-*. Durch Oxydation von SH-Gruppen entstehen Disulfide. durch
Abspaltung von H.S Thioisocvanate, durch Abspaltung von CS. aus der Carbamid-
siuregruppe Amine. Die Spurenanalyse einfacher primirer und sekundirer alipha-
tischer und aromatischer Amine ist im Zusammenhang mit dem Abbau von Fungizi-

° Direktor: Prof. Dr. J. Bornell.
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den. besonders Harnstoffverbindungen, noch wenig bearbeitet. Amine, die als Abbau-
produkte von Bioziden zu erwarten sind, sind in Tabelle I zusammengestellt. Vor allem
den sekundidren Aminen dieser Reihe kommt dabei eine besondere Bedeutung zu, da
sie als potentielle Ausgangsstoffe fir cancerogene Nitrosamine anzusehen sind?-3.
Versuche, Amine direkt durch Colorimetrie, Titration und Gaschromatogra-
phie (GC) quantitativ zu bestimmen, wurden mehrfach durchgefiihrt. Fritz und
Burgett® benutzten zur Titration von Aminen 0.5 Af Perchlorsiiure, Barbero® be-

stimmte das durch Hydrolyse von Ziram freigewordene Methylamin mit 0.1 N Schwe-

TABELLE 1

AMINE ALS MOGLICHE ABBAUPRODUKTE VON BIOZIDEN*—3
Abkiirzungen: A = Akarazid. ¥ == Fungizid. H == Herbizid, 1 = Insckuzid. N — Nematozid.

Aerin

Methylamin

Dimethylaniin

Arviamin
Diathyvlamin
Athviendiamin
Propylamin

Dipropyvlamin
Butyvlamin

Dibutyviamin
N-Methyl-N-methoxyvamin
Propylendiamin
N-Methyl-N-butyrlamin
N-Butinviamin
N-Methyl-N-cyclohexylamin
Cyclooctylamin
Diallviamin

Anilin

3-Chloranilin
4-Chloranilin
3-Chlor-3-methylanilin
3-Chlor-4-methoxyanilin
3.4-Dichloranilin

2_6-Dichlor-4-nitranilin
2-Methylanilin
2-Methyl-4-chloranilin
N-Methyl-MN-cyclohexylamin
4-TFritfluormethylantiin
4-Bromanilin

Alaeliche Ausgangsverbindung, conmmon name

AMetam N - F - 1, Methabenzthinzuron H, Carbarvl L, Formetanat A,
Methomyl L. Promecarb 1, Monocrotophos 1. Merciptodimethur
I, Omethoat 1, Propoxur |, Vamidothion il
Ferbam F, TMTD F. Ziram F. Isolan 1, Cycluron H, Chlortoluron
H. Chloroxuron H, Diuron H. Fluometuron H, Isonoruron H,
Monuron H. Dicrotophos 1. Chlorphenamidin A, Zectran 1.
Dimethilan I, Triamiphos F, Tecoram F. Fenaminosulf F, For-
metanat A, Metoxuron H. Pirimicarb i. Diphenamid H, Primi-
carb I, Dimetox 1
Terbutyiazin H. Terbutrvn H. Simazin H
Sulfallate H, Phosphamidon |
Maneb F, Zineb F. Tecoram F. Zireb F. Mancoceb F )
Methoprotrsn H. Prometryn. H, Prometon H. Propachlor H. .
Propazin H. Atraton H. Atrazin H. Ametrin H. Desmetryn H.
Triallate H
Diailate H. Vernolate H. Trifluralin H, EPTC H
Terbumeton H, Terbutyvlazin H. Terbutryn
Karbutilate H
Sutan H
Linuron H, Metobromuron H
Propineb F. Methyvimethyram F
Neburon H
Buturon H
Cycloat H
Cycluron H
- Allidochlor
Oxycarboxin F, Thiophanate F, Phenylurethan H. Propham H
Chlorpropham H, Barban H. Chlorbufam H
Monuron H, Monalide H. Buturon H
Chlortoluron H. Pentanachlor H
Metoxuron H
Diuron H. Linuron H. Neburon H, Chloraniformethan F, Propanil
H -
Dicloran F
Phenmedopham H
Chlorphenamidin A
Cycloat H
Fluomewuron H
Metobromuron H

H. Terbacil H.
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felsiiure. Sekundire aliphatische Amine konnten von Murphy et al.¥ colorimetrisch
durch die Kupferdithiocarbamatmethode erfasst werden. Das GC Verhalten von
Aminen wurde von O Donnell und Mann®, Anderson und Shimanskaya!®, Lorenzo
und Rousso', Hevns er al.'*, Burchfield und Storrs™®, Szymanski'! und Cieplinsky'®
untersucht.

Selektiver und empfindlicher erwies sich dagegen die Bestimmung von Amin-
derivaten. In der Papier- und Diinnschichtchromatographie wurden von Churacek ez
al.’® 4-(N-Dimethylamino)-benzol-4-azobenzamide, von Thielemann'* das Kupp-
lungsprodukt mit Echtrotsalz AL. von Gruger'® Dns-Derivate, von llerth und Hart-
mann' 2_4-Dinitropkenylverbindungen. von Denisenko und Khilya® quartire Am-
moniumverbindungen, von Nikiforov er al*! eine p-Benzochinondiazoverbindung zur
Bestimmung von Aminen herangezogen.

Hohere Nachweisempfindlichkeiten erlauben in der Regel GC-Verfahren.
Solche Andlvsen von derivatisierten Aminen sind bereits bekannt (Tabelle II). Die
Umsetzungen von primiren und sekundiiren Aminen mit Aldehyden und Ketonen zu
Schiifschen Basen bzw. Enaminen oder mit Carbonsiuren, Carbonsiureanhydriden
und Siiurechloriden zu den entsprechenden Carbonsiureamiden beruhen aut der

TABELLE 11
DERIVATISIERUNGSREAKTIONEN VON AMINEN UND GC-ANALYSE DER DERIVATE
Reugenz Reaktionsprodukt Gerrennte Amine Literarur
Pentafluorbenzovichlorid Pentatluorbenzoyvlamide prim. Amine a5
(Phenithylamin)
Ameisensiure oder -anhyvdrid Ameisensdureamide Anilin, Toluidin 26
Trifluoressigsiure Tritluoressigsiiureamide Prim. C.-C,, Aminc 27
Trifluoressigsiureanhydrid Trifluoressigsiureamide Arom. Amine. 25,28,
: ’ Phenithyviamin
Pentatluorbenzoyichlorid Pentatiuorbenzoy lamide Eintache Amine 30
Pentafluoracetvichlorid Pentativoracetylamide
Pentatluorphenoxyvacetyl- Pentafluorphenoxyacetyl-
chlorid amide
4-Nitroazobenzol-4- 4-Nitroazobenzol-3- Prim. und sck. 31
carboxylchlorid carboxylamide aliphatische und
aromatische Amine
1-Fluor-2. 4-dinitrobenzol 2 4-Dinitrophenylamin Phenidthylamin 25,32
Heptatiuorbuttersiurechlorid  Heptattuorbuttersiurcamid — Biol. Amine 25, 33-36
TMSi-O-acerylehlorid TMSi-dther-ncetylamide Biol. Amine 37
TMSi-O-heptativorbutyryl-  TNISi-ather-heptativor-
chlorid butyrvichlorid
Pentafluorpropionsiiure- Pentafluorpropionsiureanid Biol. Amine 36. 38
anhydrid
Hexan-2,3-dione Enamin Sck. Amine 39
Aceton, Benzaldehyd. Tri- Enamine {Schiffsche Basen)  Prim. und sek. Amine 25, 40
fluoraceton, Heptatluor- Phendithylamin

buttersiurcaldehyd.
Pentafluoroctanaldehyd.
Pentafluorbenzaldehyd,
p-Chlorbenzaldehyd.
p-\nrobc.nz.xldc. h\ d
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hohen Reaktivitat der Carbonylgruppe und des nuclecophilen Amins. Bei diesen
Reaktionen enistehen als Nebenprodukte Wasser, Salzsiure oder Carbonsiiure, die
durch wisser- oder siiureentziehende Mittel wie Ameisensiiure oder Natronlauge aus
dem Reakiionsgleichgewicht entfernt werden miissen. Die Darstellung von Enaminen
erfordert zudem meist Reaktionstemperaturen von ca. 100°. Diese Reaktionsbedin-
egungen sind fir unsere biologischen Langzeitversuche nicht geeignet. Ziel der vor-
liegenden Untersuchungen ist es deshalb. ein Verfahren zu entwickeln, das tiber Tage
und Wochen in geringen Spuren kontinuierlich gebildete Amine ohne Stérung der
ablaufenden biologischen Prozesse nachzuweisen gestattet.

EXPERIMENTELLES

Synthesen verschiedener Harnstoffderivate aus Isocyanaren und Aminen

Isocyvanate gehdren zu den reaktionstihigen Carbonylverbindungen mit Kumu-
lierten Doppelbindungen. die Basen unter Bildung von Carboxvlderivaten addieren.
Die Umsetzung von Aminen oder Ammoniak mit Isocyanaten hat vor anderen Reak-
tonen wie z.B. der Urethanbildung den Vorrang und verliufit durchgehend mit quan-
titativer Ausbeute: '

R'-N:-C- C - R™-NH-R" - - R"-NH-C-N-R
O R

Es war zu priifen. ob bestimmte Isocyanate sich fir die beabsichtigten Derivatisierun-
gen eignen und dabei Verbindungen liefern. die im GC erfasst werden konnen. Nach
erfolgreichen Vorversuchen wurden verschiedene Harnstotfderivate synthetisiert und
auf thre Eigenschaften untersucht.

Das jeweilige Isocvanat wurde in Hexan oder Benzol gelost und unter Rithren
das entsprechende Amin in molaren Mengen tropfenweise zugesetzt oder als Gasim
Uberschuss eingeleitet. Das kristallin ausfallende Produkt wurde abgesaugt. umkris-
tallisiert und durch Schmelzpunktbestimmung. [R-Spektroskopie. Elementaranalvse
und Sublimationsverhalten charakterisiert. Die Umsetzungen. die bel Zimmertempera-
tur durc hgefiihrt wurden. ergaken quantitative Ausbeute.

Lediglich die Umsetzungen von N-2-Nitrophenylisocvanat mit Methyl- und
Dimethylamin verliefen nicht vollstiindig. Hauptgrund hierfur diirfie dic extrem ge-
ringe Loslichkeit des Isocyvanats sein. Folgende Priparate wurden hergestellt:
N-rerr -Butyl-N"-methylharnstoff (Fp. 837): N-rerr-Buiyl-N,N -dimethytharnstoff
(Fp. 86-877): N-tert -Butyl-N"-athyl-N"-methylharnstoff (Fp. 70-717): N-terz.-Butyl-
N°.N"-diathyvlharnstoff (Fp. 69-70%); N-rerr -Butvi-N'-propvlharnstoff (Fp. 137-1397):
N-rerr.-Butvl-N' . N’'-dipropylharnstoff ( Fp. 80-817): N-zerr.-Butyl-N"-phenylharnstoft
(Fp. 158%): N-terr-Butyl-N"-(4-chlor)-phenylharnstoft (Fp. 1917): N-2-Chlorphenyl-
N N'-dimethylharnstoff (Fp. 90-917): N-3-Tritfluormethylphenyl-N' . N’-dimethyl-
harnstoff (Fp. 153-154%): N-2-Nitrophenyl-N'-methylharnstoft’ (zers.): N-2-Nitro-
phenyl-N’_N’'-dimethviharnstoff (zers.).

Guschromuarcgraphie der Harnstoffderivate X
Beir Wahl geeigneter Trennphasen und Trigermatenalien (z.B. Carbowax 20M
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auf Glasperlen. 60-80 mesh) kénnen einfach alkylsubstituierte Harnstofte in der Regel
leicht getrennt werden=3-21. ,

Die GC Bestimmung von aromatisch substituierten Harnstoffen bereitet jedoch
hiufig Schwierigkeiten, da diese Verbindungen thermisch wenig stabil sind®2.

Bei geeigneter Wahl der Substituenten lassen sich diese Effekte jedoch gering
halten oder bei Anwendung schonender Bedingungen vollig ausschalten.

Wird die Derivatisierung von Aniinen mit einem geeigneten Isocyanat, z.B.
rerr.-Butvliscevanat, durchgefiihrt, so erhiilt man substituierte Harnstoffe. die gas-
chromatographisch ohne Schwierigkeiten erfassbar sind. Zur Trennung von verschie-
den alkylierten Harnstoffverbindungen cignen sich als Trennphase nichtpolare (OV-
101. SE-30, Apiezon), interpolare (OV-17, QF-1) aoder polare (Carbowax 20M). Eine
gute Trennleistung bieten Siulen mit OV-17 und OV-101. :

Der Nachweis dieser Verbindungen kann mit dem Stickstoffdetektor oder
—bei Vorhandensein elektronenaftiner Gruppen— mit dem Elektroneneinfungdetek-
tor vorgenommen werden.

Bedingungen der Gasclropunrographie. Es wurden 2 m lange Glassiulen mit
3 mm Innendurchmesser benutzt. Als Trigermaterial diente Chromosorb W-HP.
100-120 mesh. beschichtet mit 3%, Trennphase. Von den untersuchten Trennphasen
SE-30. OV-17. Apiezon L. QF-1. OV-101 und Carbowax 20M ergaben OV-101 und
OV-17 die besten Trennungen. Alle Siulen wurden vor Gebrauch 24 h bet 190° kon-
ditioniert.

Um eine thermische Zersetzung auszuschliessen: wurde bei moglichst niedrigen
Temperaturen (70-130°) gearbeitet. Die Temperatur des Einspritzblockes lag maximal
30° hoher als die Siulentemperatur. Die Durchtlussrate des Trigergases lag zwischen
25 und 30 ml/min. . ’

Dertek tion

Stichstoffderekror. Dieé Messungen wurden an einem  Gaschromatograph
Hewleti-Packard Modell 19098 mit Integrator durchgetithri.’ Als Trennphase diente
OV-17. Fig. | gibt die Aufttrennung der rerr-Butvlharnstoffderivate verschiedener
Amine wieder. Die Nachweisgrenze licgt bei 2-5 - 10°* o

3H-Elek rroneneinfungderek tor. Die Messungen wurden an einem Gaschromato-
eraph Varian. Modell 1700 durchgefithrt. Von den Harnstoftderivaten N-3-Trifluor-
methylphenyl-N" . N'-dimethyvlharnstoff und N-rerr-Butvl-N"_N’-dimethylharnstoft
wurden Eichkurven fiir die quantitative Bestimmung aufgestellt. Die Nachweisgrenze
betriigt beim Triftuormethylderivat 0.1 ng und beim rerr.-Butylderivat 10 ng. Die Eich-
kurven zeigen fiir beide Derivate einen ausreichenden Linearitiitsbereich (Fig. 2).

Zur Ermittlung der Fehlerbreite der Messmethode wurde aus zwdlf Messungen
die relative Standardabweichung berechnet. Sie betrug 3.2%].

Muassenspek rromerer. N-rerr.-Butvl-N" N’'-dimethylharnstoft wird im Gaschro-
matographen nicht zersetzt und kann zur weiteren ldentifizierung im Mnssenspcklro—
meter untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde eine Probe Ferbam bzw. Ziram
(Fe- bzw. Zn-Dimethyldithiocarbamat) durch Salzsiiure hydrolysiert und das dabei



70 . 1. NITSCHE. F. SELENKA, K. BALLSCHMITER

J‘M\JM
nie

1 2 3 4 5 min

Fig. 1. Gaschromatogramm einer Mischung von Harnstotfderivaten. Siule, 5¢;, OV-17 auf Chromo-
sorb W-HP. 100-120 mesh: Siulenofen, 130 ; Durchflussrate des Trigergases, 30 mi'min. 1 == N-
rerr-Butvl-N’_N'-dimethviharnstoff: 2 == N-rerr.-Butyl-N-methylharnstoff; 3 = N-rerr-Butyl-N'-
dthyl-WN-methvlharnstoff: 4 = N-rerr-Butvl-N° N'-didthylharnstoffs 5 - N-rerr-Butvl-N"-Propy |-
harnstoff: 6 = N-rerr-Buiyl-N’ N'-dipropylharnstoff.

entstehende Dimethylamin in eine Vorlage iibergetrieben. Dort erfolgte die Umsetzung
mit rerf -Butylisocyanat zu N-rerr-Butyl-N° N'-dimethyiharnstoff. Das Derivat wurde
in organischem Losungsmitiel gelost direkt in ein Massenspektrometer CH 7 der
Firma Varian eingegeben. Sein Spektrum weist den Molekularpeak 144 sowic weitere
‘charakteristische Massenzahlen auf. wobei die Massenzahl 72 die stirkste relative

O.C‘ T T Rl Al § -~
[V} 10 10 100 1000
Konz [ngf2pi]
Fig. 2. Eichkurver von N-3-Trifivormethylphenyl-N° N-dimethyvlharnstoff (—----:) und N-zerr.-
Butyl-N" N*-dimethylharnstoff (~ -~ —). Tritium-Detektor. 200-. Sdule: 6f1. - 1 S8in. 1.D. Glas-

saule mit 539 OV-101 auf Chromosorb W-HP, 100-120 mesh: Siulenofen, 70 bzw. 110°: Durchfluss-
rate des Trigergases, 25 ml'min.

Intensitat besitzt (Fig. 3). Die Referenzspekiren der ibrigen Harnstoffderivate sowie
das Verhalten dieser Verbindungen in der GC-MS-Kombination werden in der 2.
Mitteilung dargestellt werden.

ANALYTISCHE NUTZBARKEIT DER BESCHRIEBENEN METHODE

Abbauversuche von Dithiocarbamaten in Wasser und Boden werden zur Zeit
im Hygiene-Institut Mainz durchgefiihrt. Erste Ergebnisse mit Tretramethvithiuram-
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Fig. 3. Massenspektrum von N-zerr-Butyl-N° N*-dimethylharnstofi. Direkte Eingabe der Substanz
in organischem Lasungsmittel in das Massenspektrometer. Geriit. CH 7 der Firma Varian: Elektronen-
energie, 70 eV Kathodenstrom. 300 #A: lonenquelle, 2007,

disulfid im Rheinwasser zeigten. dass das Herbizid nach einer Woche abgebaut war.
Das entstandene Dimethylamin konnte als N-3-Trifluormethylphenyvl-N’.N"-dimethyvl-
harnstoff gaschfomzuogmpl{isch nachgewiesen werden (Fig. 4). Ein vorhandener
Uberschuss an Isocvanat brachte keine Stdérung: da Isocvanate und Harnstoffderivate
unterschiedliche Retentionszeiten zeigen.

TSRS 322 e

1 1 ] 1
1 2 3 4 min

Fig. 1. Gaschromatogramm von N-3-TrifluormethylphenyIl-N° N-dimethylbarnstofl. erhalten aus
einem bakteriologischen Abbauversuch von Tetrmmethylthiuvramsultid. Siule, 39, 0V-17 aut Chromo-
sorb W-HP, 100-120 mesh: Siulenofen. 130 : Durchflussrite des Trigergases, 25 ml-min.

DISKUSSION

Da die beschriebene Derivatisierung spontan. quantitativ, sowie bei Zimmer-
temperatur verliuft und einen geringen apparativen Autwand erfordert. ist sie als
Nachweisreaktion fiir Amine. besonders bei Reihenuntersuchungen. geeignet. Ein
weiterer Vorteil besteht darin. dass die Reaktion in einem organischen Losungsmittel
vonstatten geht und das entstehende Derivat ohne Reinigungsschritte direkt der GC-
Bestimmung zugefiihrt werden kann.
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Die erhaltenen Harnstoffverbindungen kénnen mit hoher Empfindlichkeit im
Stickstoff- cder Elektroneneinfangdetektor nachgewiesen werden. Der Elektronen-
einfangdetektor bietet fiir fluorierte Harnstoffe die grosste Empfindlichkeit. Bestim-
mungen von Derivaten in Konzentrationen von 500 pg sind moglich.

Bel der Auswah! des Isocyanates ist darauf zu achten. dass das daraus ent-
stehende Produkt thermisch mdglichst stabil 1st. Umsetzungen von o-Chlorphenyliso-
cvanaten mit Aminen ergeben Chlorphenyl-substituierte Harnstoffe, die sich im Gas-
chromatographen bet 190° Saulenofentemperatur zersetzen. Es entstehen typische
Chromatogramme.-deren Signale von den entsprechenden Isocyanaten. Anilinen und
nicht identifizierten Verbindungen stammen. Bei Erniedrigung der Séiulenofentempera-
tur aaf 120-150 ° treten bei N-2-Chlorphenyl-N".N'-dimethylharnstoff nur noch zwei
Peaks auf. die vom Harnstoff und dem entsprechenden Isocvanat herrithren. Der Iso-
cvanatpeak wird mit abnehmender Ofentemperatur kleiner und verschwindet bei
70-757 vollig. Bei schonenden Bedingungen ist es somit mdglich. auch Chlorphenyl-
substituierte Harnstoffe unzersetzt im GC nachzuweisen. :

Ein weiterer Vorteil der Isocvanatmethode liegt darin. dass die iiber einen Zeit-
raum von Tagen und Wochen im biologischen Versuch entstehenden Amine in einem
stabilen Reagenz aufgefangen und kontinuierlich und quantitativ derivatisiert werden.
Das im Uberschuss in der Vorlage befindliche Isocyanat stort bei der spiteren gas-
chromatographischen Untersuchung nicht. da sich seine Retentionszeit von der des
Reaktionsproduktes unterscheidet.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die durch Umsetzung von Aminen mit Isocyanaten entstehenden N.N-sub-
stitaierten Harnstoffe eignen sich in Abhingigkeit vom eingesetzten Isocyvanat fiir die
saschromatographische Analyse von primiren und sekundiiren Aminen. Wihrend
‘zahlreiche substituierte Harnstoffe thermisch instabil sind. lassen sich die vom rerr.-
Buiviisocvanat und 3-Trifluormethylphenylisocvanat abgeleiteten N N'-di- bzw.
IN.IN.N'-trisubstituierten Harnstoffe fiir die gaschromatographische Trennung und
Bestimmung der einfachen primiren und sekundiiren Amine verwenden. Stickstoft-
und Elektroneneinfangdetektoren ermoglichen nach dieser Methode einen spezifischen
und empfindlichen Nachweis von Aminen bis in den Bereich von 10 g,
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