bringt13), Der Vorgang ist reversibel, man kann durch
Abkiihlung die Symptome gleich wieder hervorrufen. Das
Eindringen von DDT in den Korper der Schabe ist bei
35 9C beschleunigt. Der prozentuale Abbau der tatsich-
lich aufgenommenen Wirkstoffmengen ist bei 15° und
25 °C gleich, Die im Warmen gehaltenen Schaben enthai-
ten demnach in ihrem Korperinneren mehr aktiven Wirk-
stoff als die kalt gehaltenen Tiere. In nicht zu weit vor-
geschrittenen Vergiftungsstadien wird die AbbaugriBe von
DDT durch zwei Faktoren begrenzt. 1.). die im Korper
enthaltene DDT-Menge, 2.) das Entgiftungspotential der
Schabe. Eine Dosiserhhung verdndert in der Wiarme das
Entgiftungspotential nicht. In der Kalte wird es aber
herabgesetzt, vorausgesetzt, daB mehr als 8 ¥ DDT in der
Schabe enthalten sind. Die geringere Wirksamkeit der
Entgiftungsreaktion bei hheren DDT-Mengen in der Kilte
ist das Ergebnis einer gesteigerten Wirksamkeit von DDT
bei der Zerstérung zahlreicher physialogischer Funktionen
in der Zelle3®),

Die letzten Ausfithrungen haben eindeutig gezeigt, daB
ein Stoff, obwohl er die Fihigkeit besitzt, in den Insekten-
#8) E. Ha ﬂ:)ger, Experientia 4, 223 [1948]; J. econ. Entomol. 42,

e,
523 [1950]
13¢) E. B. Vinson u. C. W. Kearns, J. econ. Entomol. 45, 484 [1952].

korper einzudringen und  lebenswichtige Fermente zu
blockieren, noch lange kein brauchbares Insektizid zu sein
braucht. Eine wesentliche Rolle spielt hierbei der Stoff-
wechsel der Insekten, der wirksame Substanzen in un-
wirksame Produkte verwandeln kann und an sich unwirk-
same Pharmaka in potente Gifte umzusetzen imstande ist.
Die an solchen Umsetzungen beteiligten Reaktionsketten
laufen nicht bei allen Insektenarten in der gleichen Weise
ab, da enzymatische Umsetzungen in diese Reaktions-
ketten eingeschaltet sind, die gewisse Fermente voraus-
setzen, die ihrerseits wieder genetisch bedingt sind. Von
hier aus ergeben sich Beziehungen zum Resistenzproblem.
Ein Stoff ist auch nur dann als Insektizid brauchbar, wenn
er den Bedingungen im Freiland eine geniigende Stabilitat
entgegensetzt zur Verbiirgung einer nachhaltigen Wirkung,
wenn er den Stoffwechsel der Pflanze nicht oder nur in er-
triglichen Grenzen beeinfluBt und Menschen sowie Haus-
tieren nicht geféhrlich wird. Die notwendig gewordene
Beschiftigung mit dem Wirkungsmechanismus von In-
sektiziden fiihrt zu einer intensiveren Bearbeitung ver-
gleichend biocthemischer Probleme, ein Fachgebiet, das
bistang nur rein theoretisches Interesse hatte.

Eingeg. am 15. Mérz 1954 [A 584)

Zur Ausscheidung von p-Nitrophenol im Urin nach Einwirkung
von Pflanzenschutzmittel , E 605"
Von Dr. SIGRID von EICKEN, Wuppertal-Elberfeld

Aus dem Toxikologischen und Gewerbehygienischen Laboratorium der Farbenfabriken ,,Bayer”, Wuppertal-Elberfeld

Es wird ein empfindlicher Nachweis von p-Nitrophenol im Urin beschrieben. Man extrahiert das p-
Nitrophenol aus der Harnprobe mit organischen Lésungsmitteln, schiittelt es mit wiBrigem Ammoniak
aus, reduziert mit TiCl; und setzt mit o-Kresol zum Indophenolblau um, welches bei 620 myu photo-
metriert wird. Die Bedeutung des Verfahrens fiir die Diagnose der ,,E 605*-Vergiftung wird erértert.

Zur Sicherung der Diagnose und zum Nachweis der Ver-
giftung mit ,E 605" (0,0-Diathylthiophosphorsdure-O-p-
nitrophenylester) ist bislang zumeist die Priifung der
Cholinesterase-Aktivitat herangezogen worden. Rein
chemisch analytische Verfahren begegnen gewissen Schwie-
rigkeiten, wenn sie auf Blut und Harn oder Organe ange-
wendet werden sollen. Ein recht charakteristisches Ver-
fahren zum ,,E 605“-Nachweis ist von Averell und Norris?!)
(Reduktion des ,,E 605“ und diazotitren und kuppeln der
entstandenen Amino-Gruppe) angegeben und in der Folge-
zeit auch von verschiedenen Autorent) benutzt worden,
insbesondere, wenn es sich um die Analyse von Mageninhalt
und ahnl. handelt. Die Methode gibt zweifellos zuverlassige
Resultate, begegnet jedoch bei der Ubertragung auf kleine
Mengen Blut, Organe oder Harn recht erheblichen Schwie-
rigkeiten.

Neben dem Verfahren von Averell und Norris sind nun von an-
deren Autoren Mikro-Bestimmungsmethoden angegeben, die spe-
ziell fiir die Blut-Analyse geeignet sein sollen. Schwerd und
Schmidt®) haben ein Verfahren angegeben, bei dem das mit Tri-
chloressigsdure-enteiweilte Blutfiltrat nach Erhitzen mit Alkali
eine Gelbiirbung ergeben soll. Wir konnten mit diesem Verfahren
keine befriedigenden und hinreichend genauenResultate und keine
ausreichende Empfindlichkeit erzielen. Kaiser und Larg*) haben

ebenfalls einen Nachweis im Blut angegeben, der sioh des Tri-
chloressigsiure-Filtrates bedient. Sie reduzieren mit Zink und

1) Averell u. Norris, Analytic. Chem. 20, 753 [1948].

) ﬁ.gs‘:’;])gel: Samml. v. Vergiftungsfailen, Arch. Toxikol. 74, 381

3) Schwerd u. Schmidt, Dtsch. Med. Wschr. 77, 372 [1952].

4) Kaiser u. Lang, Siddtsch. Apotheker-Ztg. 93, 394 [1953]. vgli.
auch diese Ztschr. 65, 424 [1953].
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Salzsiure und schlieBen eine Diazotierung und Kupplung der ent-
standenen Amino-Verbindung mit Naphthylithylendiamin, ent-
sprechend dem Veriahren von Averell und Norris, an.

Unsere Versuche haben jedoch gezeigt, daB erstens nur ein ge-
ringer Anteil des zum Blut in einer Konzentration von 50—~500y,/ml
zugesetzten ,,E 605'° im Trichloressigsdure-Filtrat erscheint und
zweitens ein Nachweis von ,,E 605' im Tierversuch nach der hohen
Dosis von 20 mg/kg per 08 im Blut dieser Tiere (Kaninchen) nicht
gelingt.

Aus diesen Griinden haben wir uns einer weiteren Maglichkeit
des analytischen Naohweises des Kontaktes mit ,,E 605 zuge-
wendet, nimlich dem Nachweis des p-Nitrophenols.

Schon 1951 haben Mountain, Zlotolow und O’Conors)
darauf hingewiesen, daB im Organismus als Spaltprodukt
des ,E 605“ p-Nitrophenol auftritt und mit der Indo-
phenolblau-Reaktion im Urin nachweisbar ist. Dasselbe
haben auch einige andere Autoren gefunden, die etwas,
andere Analysenvorschriften verdffentlicht haben. Wir
haben diese Methoden iiberarbeitet und geben im folgen-
den die Versuchsvorschrift, die sich bei uns bewahrt
hat: :

Als Losungsmittel zur Extraktion von p-Nitrophenol
aus Urin wenden wir wie Lawford und Harvey®) eine Mi-
schung von Ather, Petroldther und Isoamylalkohol an.
Dem Losungsmittelgemisch wird das p-Nitrophenol mit
2n Ammoniak entzogen und nach Reduktion mit Titan-
trichlorid das entstehende p-Aminophenol mit o-Kresol
zum Indophenolblau, dessen Absorptionsmaximum bei
620 my liegt, umgesetzt.

3) Mountain, Zlotolow u, O’Conor, Ind. Health Monthly 77, 88—-89
{1951). *) Lawford u. Harvey, Analyst 78, 63—-65 [1953].
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Da der gréBte Teil des p-Nitrophenols wahrscheinlich
als Glukuron- und Schwefelsdureester vorliegt, muB zur
Bestimmung des gesamten p-Nitrophenols der Urin einer
sauren Hydrolyse unterworfen werden.

Reagenzien: Isoamylalkohol (Merok); Petroliither techn.
(Kp 40°—60 °C); Ather techn. (destilliert); 15 9% wiGriges Titan-
trichlorid (Merck); o-Kresol reinst (Merck); p-Nitrophenol (In-
dicator, Merck); 2 n NH, (hergestellt aus 25 % NH, p. a., Merck);
konz. HCl, D = 1,19 p. a. (Merck); KOH p. a. (Merck); Barium-
chlorid chem. rein (Merck); Oxalsidure rein (Merck); Kalium-
permanganat p. a. (Merck).

Arbeitsvorschrift: 1 om® Urin wird nach Verdilnnung zu

10 cm?® mit 2 em? konz. Salzs#ure in einer 50 cm® Glasstbpselflasche
im kochenden Wasserbad 1 h hydrolysiert’ (es ist notwendig, die
Flaschen durch Leukoplaststreifen oder geeignete Klammern
fest zu schlielen, da sonst die Glasstopfen leicht herausgedriickt
werden). Nach dem Abkiihlen werden 25 ¢m® des Lidsungsmittel-
gemisches (1proz. Lisung von Isoamylalkohol in einer Mischung
von 4 Volumina Petrolither und 1 Volumen Ather) zugesetzt und
10 min in der Schiittelmaschine extrahiert. Nach kurzem Abzen-
trifugieren pipettiert man 20 c¢m® der Ldsungsmittelschicht ab
und schiittelt sie in einem 100 ¢m® Scheidetrichter mit 4 ¢m?® 2n
Ammoniak 2 min aus. Nach 15 min 148t man die wiBrige Schicht
in ein Reagenzglas ab, setzt 0,5 cm® einer wilrigen o-Kresol-
Lésung und 0,5 cm?® einer frisch angesetzten Titantrichlorid-L&-
sung (3 em® einer 15proz. Titantrichlorid-Losung werden zu
50 cm® mit dest. Wasser verdiinnt) zu und schiittelt 1 min kriftig
bis zum Farbloswerden der Lésung. Nach Abzentrifugieren des
Titanhydroxyds bestimmt man nach genau 30 min die Extinktion
bei 620 my. im Pulfrich-Photometer in einer 1-em-Kiivette. Es ist
notwendig, die Zeit von 30 min einzuhalten, da nach 35 min die
Farbtiefe langsam abnimmt. Ausgewertet wird nach einer Urin-
Eichkurve (Bild 1), die den Mittelwert von 3 MeBreihen dar-
stellt. Bei 10 y betriigt der relative Fehler + 3 %. Die Extinktion
des Urin-Leerwertes schwankt je nach Zusammensetzung des
Urins von 0,015 bis 0,04, so daB bei geringerer Konzentration ein
groBerer Fehler entstehen kann.
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Bild 1. Urin-Eichkurve

@581

Diese Aufarbeitung kann nicht ohne weiteres angewandt
werden, wenn 10 cm? Urin hydrolysiert werden; da je nach
Zusammensetzung des Urins von der Eichkurve abwei-
chende Werte erhalten werden. Deshalb wird bei zu er-
wartenden niedrigen p-Nitrophenol-Konzentrationen nach
der Hydrolyse folgende von Waldman und Krause?) be-
nutzte Reinigungsmethode angewandt:

Der Flascheninhalt wird mit 3,5 cm® 40proz. Kalilauge alkali-
siert, mit 5 ¢cm?® 25proz. {Volumprozent) Bariumchlorid-Lasung
und mit 3 ml 5proz. (Vol.%) Kaliumpermanganat-Ltsung ver-
getzt. Man schiittelt und 148t 30 min stehen. Dann wird abzen-
trifugiert und die iberstehende Ldsung zu 7 cm® einer 10proz.
Oxalsiiure-Losung in cin 50 cm® Zentrifugenglas gegossen. Man
schiittelt, bis der Niederschlag sich bildet und zentrifugiert wieder
nach 1/, Stunde. Die iiberstehende Ldsung wird im 100 em?®
Soheidetrichter mit 2 mal 25 cm® Petrolathergemisch je 2 min ex-
trahiert und nach Ausschiitteln der gesammelten Petrolitheraus-
ziige mit 2n NH, wird, wie oben beschrieben, weitergearbeitet.
Ausgewertet wird ebenfalls nach der angegebenen Eichkurve, Der
Leerwert nach dieser Reinigung ist sehr gering, die Extinktion
betrigt 0,005 bis 0,01. Die untere Erfassungsgrenze liegt bei
0,025 mg%. Mit dieser Methode gelang es, subtoxische Dosen
von ,,B 605 durch die p-Nitrophenol-Ausscheidung im Urin
einwandfrei zu erkennen.

7) Waldman u. Krause, Occupational Health 72, 37—38 [1952].
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Anwendungsbeispiele

An drei Kaninchen wurden verschiedene Dosen
»E 605 per os gefiittert. Die Ergebnisse zeigen die Ta-
bellen 1-3.

Harn p-Nitrophenol [ Gesamt-p-Nitro- :

h cm?d y/cm3 phenol v % d. Dosis
0— 8 180 13,5 2430 25,9
8—24 | 355 8,2 2920 31,1

24—48 | 280 0,7 196 2,1
48—72 | 333 ca. 0,2 66,5 ca. 0,7
59,8
Tabelle 1
Tier1: 5 mg/kg ,,E 605 (insgesamt 20,25 mg)
p-Nitrophenol Gesamt-p-

h Harn cm? +jcm? Nitrophenol v % d. Dosis
0— 8 88 1,6 141 13,4
8—24 245 1,1 270 25,5

38,9
Tabelle 2

Tier 2: 1 mg/kg ,,E 605 (insgesamt 2,3 mg)

s | p-Nitrophenol Gesamt-p-

h | Harncm y/cm? Nitrophenol v % d. Dosis
0— 8 159 : 0,5 79,5 35
8—24 185 | ca. 0,1 18,5 ca. 8,15

43,15
Tabelle 3

Tier 3: 0,2 mg/kg ,,E 605* (insgesamt 0,49 mg)

In einem Selbstversuch wurden bei einer Dosierung
von 0,07 mg/kg ,E 605 per os 709, des Insektizids wie-
dergefunden. In der Tabelle 4 sind die einzelnen Werte
zusammengestelit.

Harn | p-Nitrophenol Gesamt-p-

h cm? y/cm3 Nitrophenol v % d. Dosls
0-2 67 5,2 348 19,8
2-5 100 6,1 615 349
59/, | 132 1,7 224 12,8

91/,-22 262 ca. 0,2 52 ca.
70,3
Tabelle 4

0,07 mg/kg ,E 605" per os (insgesamt 3,8 mg)

Eine Cholinesterase-Bestimmung im Blut ergab nach
2 Stunden keine Hemmung.

Diskussion der Ergebnisse

Wie in den zitierten Literatur-Angaben bereits mitge-
teilt wurde, fanden auch wir, daB der p-Nitrophenol-Nach-
weis im Urin auBerordentlich empfindlich ist. Man kann
daher erwarten, daB man mit diesem Nachweis sehr gut
entscheiden kann, ob jemand mit ,,E 605“ in Kontakt ge-
kommen ist oder nicht. Anderweitige Quellen von p-
Nitrophenol im Urin werden sich meist ausscheiden lassen.
Bei der Anwendung der Methode auf ,,E 605“-Vergiftungen
muB jedoch besonders darauf hingewiesen werden, daB die
quantitativen Verhiltnisse zu beachten sind. p-Nitro-
phenol kann, wie unser obiges Beispiel gezeigt hat, im
Harn bereits nachweisbar sein, wenn jemand mit sicher
noch nicht toxisch wirkenden ,,E 605“-Dosen in Be-
rithrung gekommen ist. Es wiére also unzulassig, ohne Riick-
sicht auf die sonstigen Gegebenheiten des Falles den posi-
tiven Ausfall unserer Reaktion als Beweis einer Vergif-
tung anzusehen.

Liegt eine klinische Vergiftung oder ein Verdacht auf
eine solche vor, so kdnnen zur Sicherung der Diagnose
folgende Verfahren herangezogen werden: 1.) Die Be-
stimmung der Cholinesterase des Serums bzw. der Ery-
throcyten (defibriniertes Blut), die durch toxische Dosen
verschiedener Phosphorsiureester so auch , E 605* auf
unter die Halfte der Norm gesenkt wird und meist im Ver-
lauf von 14 Tagen zum Ausgangswert zuriickkehrt; 2.) Der
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direkte Nachweis von ,,E 605 nach Averell und Norris ist
nur anwendbar, wenn Mageninhalt (Erbrochenes oder Ma-
genspiilung bald nach der Giftaufnahme) oder Reste des
aufgenommenen Giftes verfiigbar sind; 3.) Unser Nach-
weis von p-Nitrophenol, der auf eine Harnprobe aus den
ersten 24 h nach der Giftaufnahme anzuwenden ist.

Unser Verfahren 148t sich auch auf den Nachweis von
p-Nitrophenol im Blut iibertragen. Wir hatten jedoch
bei darauf gerichteten Versuchen negative Resultate, da
offenbar das p-Nitrophenol im Blut auch bei schwerer Ver-
giftung in zu geringen Mengen (weniger als 0,25 mg%,)
kreist.

Fiir den forensischen Nachweis von ,E 605" an der
Leiche diirfte unsere Methode in Verbindung mit dem Ver-
fahren von Averell und Norris, das vermutlich fiir diese
Zwecke die Methode der Wahl bleiben wird, eine gewisse
Bedeutung haben. Auffallend ist, daB bei t&dlich verlau-
fenden , E 605“-Vergiftungen die im Harn erscheinenden
p-Nitrophenol-Mengen oft gering sind, eine Tatsache, die
wahrscheinlich auf einen schnell eingetretenen Tod hin-
deutet.

Im Tierversuch wurde die Ausscheidung nach Fiitterung
verschiedener Dosen untersucht. Wie Gardocky und Haz-
leton®), die ,,E 605" drei Hunden intravends spritzten, fan-
den wir, daB nach 24 h die Ausscheidung praktisch beendet
ist. Die von Waldman und Krause®) an Affen, die subku-
tan und perkutan ,;E 605 erhielten, angegebene sich iiber
32 Tage hinziehende p-Nitrophenol-Ausscheidung konn-
ten wir bei unsereri Versuchen nicht bestitigen. Durch
unseren Selbstversuch konnten wir zeigen, daB die von
Jan Lieben'®) und Mitarbeitern an Schulkindern bei der
Ernte von kurz vorher mit ,E 605“ gespritztem Tabak
beobachtete toxische Grenzkonzentration von 40 y Nitro-
phenol pro 100 ml Urin fiir freies p-Nitrophenol gelten mag,
jedoch fiir unsere Bestimmung des Gesamt-p-Nitrophenols
nach vorhergehender Hydrolyse des Harns zu niedrig ist.

Meinem Mitarbeiter A. Gross habe ich fiir gewissenhafte
Analysen zu danken. [A 596)

%) Gardocky u. Hazleton, J. Amer, pharmac. Assoc. sci. Edit. 40,
491 [1951].

% [\?ls;zslgman u. Krause, Arch, Ind. Hyg. occupat. Med. 6, 491—-495
19) jan Lieben, ebenda 7, 93 [1953].

Eingeg. am 1. Juni 1954

Uber die einheitliche Darstellung der Lichtabsorption

von Lésungen im Sichtbaren und Ultraviolett
Ven Prof. Dr. M. PESTEMER, Leverkusen und Prof. Dr. G. SCHEIBE, Miinchen

Es wird empfohlen, die Absorptionsspektren von Substanzen im Sichtbaren und Ultravioletten ein-

heitlich durch logarithmisches Auftragen des molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten ¢ gegen

die Wellenzahl § darzustellen. Die Umrechnung und Aufzeichnung werden durch Gebrauch eines

Rasterpapiers oder einer Rechenschablone und eines Zeichenblattes, die kiuflich erhiftlich sind,
erleichtert.

In den letzten Jahren wird die Messung der Lichtab-
sorption immer mehr zur Analyse und Konstitutions-
bestimmung herangezogen, Leider hat sich noch gar
keine Ubereinkunft ergeben, wie man die Absorptionskur-
ven am besten einheitlich darstellen soll, so daB durch die
willkiirliche Mannigfaltigkeit der Vergleich sehr erschwert
wird.

Dies hat die Verfasser besonders bei der Bearbeitung der
Kurvensammlung fiir die Neuauflage des ,,Landolt-Born-
stein“1) zu einer Umzeichnung der Kurven auf einen ein-
heitlichen MaBstab veranlaBt. Die Uberlegungen, die
zu diesem MaBstab gefiihrt haben, sollen im folgenden
kurz wiedergegeben werden, in der Hoffnung, daB diese
Art der Wiedergabe allgemein Anklang findet und so eine
gewisse Einheitlichkeit in der Literatur erreicht wird.

Es ist zunichst eine Entscheidung iiber die Charak-
terisierung der Lichtart durch die Wellenlange A (cm,
my, A), die Wellenzahl § (cm-1) oder die Frequenz v

(sec—?) zu treffen, die durch die Beziehung ¥ = ':.— = t% (cL=

Lichtgeschwindigkeit) miteinander verbunden sind. Es
wurde die Wellenzahl v gewahlt, weil sie in cm~ ange-
messene Stellenzahlen enthalt (4 bis 5 Stellen) und der
Energie des absorbierten Lichtes proportional Ist. Nur mit
einem solchen MaBstab sind gesetzmaBige Zusammen-
hinge mit der Konstitution zu erwarten. Im besonderen
{iberlagern sich z. B. bei Auftreten von Schwingungsstruk-
tur die Schwingungsterme additiv iiber einen Elektronen-

1) M. Pestemer, G. Scheibe, A. Schéntag u. D. Brick, ,Lichtabsorp-
tion von Lésungen im Ultraviolett und Sichtbaren® in Landolt-
Bérnstein: ,Zahlenwerte und Funktionen*, 6. Aufl.,, 1. Bd,,
3. Teil: Molekeln 11, herausgeg. von A. Eucken u. K. H. Hell-
wege, Springer, Berlin-Gdttingen-Heidelberg 1951,
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anregungsterm, in den Wellenzahlen der Maxima bilden
sich daher konstante Abstinde aus; wdhrend diese bei
der Auftragung in Wellenldngen konvergieren. Die Wel-
lenlange X ist eine rein konventionelle GroBe. Bei den
Gitter-Spektralapparaten hat sie den Vorteil, der Disper-
sion proportional zu sein, weswegen sie wohl auch Ein-
gang in die MeBtechnik gefunden hat. Bei den wesentlich
hiufiger verwendeten Prismen-Spektralapparaten ist die
Dispersionskurve weniger gekrlimmt, wenn man Wellen-
zahlen statt Wellenlangen anwendet. Die Frequenz v ist
unhandlicher als die ihr proportionale Wellenzahl ¥, weil
der Faktor der Lichtgeschwindigkeit mitgenommen werden
muB. Auch ist die Umrechnung der Wellenldnge in die
ihr reziproke Wellenzahl einfacher als die Umrechnung
auf die Frequenz®). Sollte aus irgendeinem Grunde die
Wellenldnge bevorzugt werden, z. B. bei Durchlassigkeits-
kurven von Filtern, so sollte man im Sinne der leichte-
ren Vergleichbarkeit die kurzen Wellen nach rechts
auftragen,

Weiter wurde zugunsten einer logarithmischen, an
Stelle einer linearen Darstellung des molaren dekadischen
Extinktionskoeffizienten e entschieden. Dieser ist
definiert durch das Lambert-Bouger-Beersche Gesetz:

I
E - logTo - ecd,

(1, = Intensitat des eintretenden, 1 = Intensitit des durch-
gelassenen Lichtes, c = Konzentration in Mol/l, d = Schicht-
dicke in ¢cm). Die Extinktion E ist proportional der ab-
sorbierten Energie.

8) Tabellen in H. Staude: Physikalisch-Chemisches Taschenbuch II,
Leipzig 1949 und in H. Kayser: Tabellen der Schwingungszahlen,
Leipzig 1925.
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