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SUhlhIARY 

One-dimensional clzromatogra~lzy of chlorinated insecticides on commercial stand&d 
thin-la_ver plates with maclti$le develo$ment 

A one-dimensional, double-development thin-layer chromatographic method 
is described for the separation of chlorinated insecticides on standardized “Silufol” @ 
plates (0.13 mm silica gel). The plates are rinsed with water and sprayed with a solution 
of AgNO, and 2-phenoxyethanol and a U.V. lamp (254 nm) is used for vizualization. 
By this method thirteen chlorinated insecticides can be separated including the closely 
related compounds such as heptachlor and DDE, heptachlor epoxide and lindane, en- 
drin and dieldrin, even if the four isomers of HCH are present. For that purpose only 
two solvent systems are needed. Only one solvent is necessary for the separation of 
the many mixtures of common insecticides if one-dimensional multiple chromatogra- 
phy is applied. For most insecticides the limit of detection lies between 0.01 and 0.05 
,ug. The RDDD values for all insecticides are listed and the sensitivity of the various 
methods of detection is compared with known values. 

EINI,EITUNG 

Die Dtinnschichtchromatographie (DC) fand als einfache und sehr empfind- 
lithe Methode sehr rasch Verbreitung fur die Analyse chlororganischer Insektizide. 
Die ersten Schritte dazu haben YAMANURA UND NIWAGUCI-II~, B~UMLER UND RLPP- 
STEINS, PETROWITZ~ sowie WALICER UND BEROZA~ getan. Es gelang ihnen, einige 
chlororganische Insektizide zu trennen. Die erste umfangreiche Studie in dieser Rich- 
tung stammt aber von KOVACS~; er hat die Trennung von zwijlf Insektiziden auf 
Aluminiumoxid- und Kieselgelschichten beschrieben. Als Losungsmittel zur Ent- 
wicklung der Diinnschichtchromatogramme wurde g+Heptan verwendet, zur Sicht- 
barmachung mit AgNOs-Liisung in Aceton mit Zusatz von 2-Phenoxy&thanol be- 
spriiht und anschliessend unter einer Germizidlampe bestrahlt. Auf diese Weise hat 
Kovr~s jenach Substanz eine Empfindlichkeit des Nachweises zwischen 0.0~ und 
0.05 ,ug erreicht. Auch ADAMS UND SCHECHTER~ haben dem Sprtihreagenz 2-Pheno- 
xy&thanol zugesetzt, KATZ+? gelang es mit neuen Spriihreagenzien (Jod und Diphenyl- 
amin und ZnCls) nur eine Empfindlichkeit von T-3 lug pro Flecken zu erxielen. In .* 
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einer weiteren, detaillierten Arbeit haben ABBOT und Mitarbeiters die Trennung van 
sechzehn Insektiziden mit fiinfzehn Trennsystemen an Kieselgel und Aluminiumoxid 
studiert; sie konnten Flecken nur bis zu 0.5 pg Substanz nachweisen, verwendeten 
aber zur photochemischen Reaktion des Chlors kein 2-Phenoxy&thanol. In den Ver- 
suchen zu den aufgeztihlten Verijffentlichungen wurde eine sehr breite Skala von 
Lijsungsmittelkombinationen und Adsorbentien erprobt. Es zeigte sich aber, class 
man, urn eine annehmbare Trennung der Insektizide zu erreichen, entweder eine 
grosse Zahl von Losungsmitteln zum Entwickeln der Chromatogramme nebeneinan- 
der einsetzen, oder aber mit der Extraktion eine Trennung “screening” kombinieren 
muss, Wegen ihrer Griindlichkeit haben die genannten Arbeiten als Ausgangsbasis 
ftir alle weiteren Studien gedient. 

DI~NES und Mitarbeiter” haben die Technik von KOVACS weiterentwickelt und 
im Detail durchgearbeitet. Kin Verfahren zur zweidimensionalen Trennung chlorier- 
ter Kohlenwasserstoffe haben EDER und MitarbeiteriO entwickelt. WILDBRETT und 
Mitarbeiterll haben dieTrennung von ftinf Insektiziden mit zweidimensionalerTechni1~ 
an Kieselgelschichten verbessert, verwendeten jedoch fur die photochemische Nach- 
wcisreaktion kein 2-Phenoxyathanol. Auch MOATS 12 hat die Zugabe dieser Substanz 
zum Sprtihreagenz nicht empfohlen. RUDOLP~I l3 hat zur Entdeckung der Insektizide 
auf den Dtinnschichtplatten such die Fluorescein-Impragnation statt der photo- 
chemischen Reaktion angewandt. 

ENGST und Mitarbeiterla gelang es, elf Insektizide an Aluminiumoxid- oder 
Kieselgelplatten mit ?z-Heptan (such mit Zugabe von Aceton) zu trennen. Nach den 
Erfahrungen von MORLEY UND CHJBA~~ wurden die chlororganischen Insektizide in 
ammoniakalischer Silbernitratlosung (ohne 2-Phenoxyathanol) sichtbar gemacht. 
ENGST und Mitarbeiter haben auf diese Weise Rtickstande such semiquantitativ be- 
stimmt und eine untere Nachweisbarkeitsgrenze von 0.1-0.4 lug (vereinzelt sogar 
0.05 pg) erzielt. 

Wie dieser Literaturiiberblick zeigt, sucht man noch immer Wege, die diinn- 
schichtchromatograpl~iscl~eTrennung und Identifizierung chlororganischer Insektizide 
zu verbessern und zu vereinfachen, nach unserer Meinung deswegen, weil die Beding- 
ungen, die zum Erreichen einer Empfindlichkeit < 0.1 ,ug eingehalten werden mussen, 
bisher nicht genug geklgrt worden sind. Ausserdem ist die Trennung der verschiedenen 
Kombinationen der Insektizide bisher nur durch Einsatz einer griisseren Zahl von 
Trennsystemen miiglich. Insbesondere lassen sic11 die Paare Heptachlor und DDE 
und Heptachlorepoxid und Lindan nur sehr schwer exakt trennen, Ebenso bereitet 
die Auftrennung von Endrin und Dieldrin sowie der Isomeren von HCH in Anwesen- 
heit einiger insektizider Chlorkohlenwasserstoffe grosse Schwierigkeiten. Wir haben 
versucht, diese Probleme in optimaler Weise mit Hilfe einfacher Verfahren auf Stan- 
dard-Dtinnschichtplatten mittels eindimensionaler, mehrmaliger EntwicklungiU zu 
&en. Weiterhin haben wir uns mit der Frage des Einsatzes von 2-Phenoxyathanol 
zur Sichtbarmachung der Flecken, die bisher noch offen geblieben war, beschaftigt. 

ExPERI3IENTELLI3R TEIL 

Geviite wad Reagemien 
DC-Kieselgelplatten an Aluminium-Reflexfolien mit Starke als Bindemittel 

(Csl. Patent Nr. PV459g:66, entspricht etwa den DC-Alufolien-Kieselgel Merck), 
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20 x 20 cm, mit Schichtdicke 0.130 mm (hergestellt von der Firma Sklarny Kavalir, 
Votice, Tschechoslowakei, unter der Bezeichnung “Silufol”@‘). 

DC-Entwicklungskammer, 20 x 15 x 20 cm. 
Germicidlampe, 15 W, gg o/o der Lichtausstrahlung bei Wellenlange 254 nm. 
Auftragspipette 100 ~1, mit I pl-Unterteilung, 
Spriihvorrichtung. 
Spruhreagens: 0.1 g AgNO, in I ml Wasser l&en, IO ml 2-PhenoxyYthanol hinzu- 

fiigen und mit Aceton auf 200 ml auffiillen unter Zugabe eines Tropfens von 30 %igem 

Hz% 
Fliessmittel: (a) n-Heptan p.a. ; (b) 0.3% Athanol (abs.) in rt-Heptan. 
Insektizidlijsungen: 0.1 “/o Stammlijsungen von a-, /3-, y-, S-HCH einzeln oder 

irn Gemis-5, Dieldrin, End+, Aldrin, Heptachlor, Heptachlorepoxid, DDT, DDE, 
DDD und Methoxychlor in Athylacetat, aus denen verdtinnte Lijsungen mit 50 ,ug/ml 
Isektizidgehalt vorbereitet wurden. 

Arbeitsgang 
Vorbereitzcng der Platten. Mit einem scharfen Messer wurde der Rand der Platten 

abgeschnitten. Sodann haben wir die Platte in die Entwicklungskammer gestellt, die 
5 mm hoch mit dest. Wasser gefiillt war. Dieses wanderte bis sum oberen Rand der 
Platten und reinigte damit die Adsorptionsschicht von Chloriclspuren. Nach dem He- 
rausnehmen der Platten liessen wir das Wasser in Steigrichtung abfliessen und 20 min 
trocknen. Dann wurden die Platten 3-4 min bei 65” im Trockenschranlc aktiviert. 
Nach Abkiihlung im Exsiccator sind die Platten sum Auftragen der Insektizidlijsungen 
bereit. 

Em!wichhmg des Clzronzatogra112172s am-8 Siclztba~machmg der Flecken. Ein Gemisch 
von Insektiziden wurde in Mengen von 0.05 bis 0.5 pg (d.11. I - IO ~1) auf die Start- 
punkte der Platten (Entfernung minclestens 20 mm von der Seitenkante und 15 mm 
von unten) aufgetragen. 

Fig. I DC clcr Inselctiziclc auf clcr Basis chlorierter Xohlenwasscrstoffc einzeln uncl nls Gemisch auf- 
getragcn (Rcihcnfolgc clcr Inscktiziclc von links nach rcchts: p-HCI-I, y-HCH, &I-ICE-I, Heptachlorc- 
poxicl, Methoxychlor, Enclrin, Diclclrin, Gemisch nus allen clrcizehn Wirlrstoffen, a-I-ICI-I, DDD, 
p,p’-DDT, Hcptachlor, DDE, hlclrin.) (a) Einfnch cntwiclcelt mit n-Hcptan. (b) Zweifsch, eincli- 
mensional ontwiclcclt mit 0.3 o/0 iithanol in n-Heptstn. (Dcr obcrc Rand cler Photographicn ist 
nicllt mit clcr I,&ungsrnittclfront iclentisch.) 
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Dann haben wir die Platten in die Entwicklungskammer, in der sic11 IOO ml 
LBsungsmittel befanden, eingetaucht und bis zum oberen Rand der Platten (Winkel: 
Go” ; Strecke : 135 mm ; Dauer : 50 min) entwickelt. Nach 2 min Trocknen bei 65 O wur- 
den die Chromatogramme entweder zum zweiten Entwicklungsgang in die Kammer ge- 
stellt oder gleich mit 50 ml Sprtihreagens bespriiht. Nach IO min Trocknen bei 65 O wur- 
den die Chromatogramme mit einer Germicidlampe (A = 254 nm) aus einer Entfer- 
nung von 15 cm so lange bestrahlt (ca. 15 min), bis die kleinsten aufgetragenen Men- 
gen von Insektiziden sichtbar hervortraten. 

Fig, 2. DC cincs Gcmischcs aus drcizehn inscktiaiclen Chlorlsol~lcntvasserstoffen in steigenclcn Iion- 
zcntrntioncn (o.o~-o.~/J~ pro I~lcckcn) nach cinfacher baw. zwcifacher, einclimcnsionnler Hnt- 
wicklung mit 0.3 o/o iithanol in w-Heptnn (Auftrcnnung clcr Inzcktieiclc vgl. Fig. I). (a) Einfach 
cntwickclt. (b) Zweifach, cinclimcnsional cntwickclt. (Der obcre Rand dcr Photographien ist nicllt 
mit der Ldsungsmittelfront iclcntisch.) 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

In unseren Experimenten haben wir dreizehn chlororganische Insektizide ge- 
trennt : /3-HCI-I, y-HCH, &HCH, Heptachiqrepoxid, Methoxychlor, Endrin, Dieldrin, 
a-I-ICH, DDD, j~,$‘-DDT, Heptachlor, DDE und Aldrin. Nach unseren Vorversuchen 
mit verschiedenen Konzentrationen von Athc7nol in gz-Heptan haben wir festgestellt, 
dass zur Auftrennung der Inzektizide in unserem Falle 0.3 YO Athanolliisung in +Hep- 
tan optimal geeignet ist. Ausserdem wurde Pz-Heptan als weiteres Lasungsmittel ver- 
wendet. 

Fig. I zeigt das Ergebni? der DC von dreizehn Insektiziden, einzeln und als 
Mischung aufgetragen, nach Entwickeln mit LBsungsmitteln, die nach unseren Er- 
fahrungen einen optimalen Trenneffekt geben. In Fig, 2 dokumentieren wir die Auf- 
trennung eines Gemisches aus den dreizehn genannten Insektiziden in steigenden 
Mengen von 0.05 - 0.5 ,ug pro Flecken. Hierfiir haben wir in beiden I%llen 0.3 “/” iitha- 
no1 in ?z-Heptan verwendet und zwar fiir Fig. 2a zur einmaligen, fiir Fig. zb zur zwei- 
maligen, eindimensionalen Chromatographie. 

Wie man aus Fig. rb ersehen kann, ist zur Trennung von Mischungen aus a-, /3-, 
y-, &HCH, DDD, DDT, Dieldrin, Endrin, Heptachlorepoxid und Methoxychlor die 
zweimalige Entwjcklung mit 0.3 o/o i?ithanol in gz-Heptai e’sehr geeignet. Heptachlor, 
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TABELLE I 

&DD-WERTE UND UNTERE NACFI’,VEISGRENZEN VON DREIZEHN lNSEI<TII,IDEN Cl~ILORKO~~LE~- 

WASSERSTOFPEN 

Mittclwcrtc bcrechnct aus jc drei Rp-Wcrtcn. 
.- 

NY. Inselztisidc RDDD- Wevte Nacl~zveis- 

Eiwfach sntwickclt in Zweifach entwicldt im 
gvenze?z ((kg) 

. . . 

0.3 O/o ?a-Heptaw 0.3 O/o 
Jthanol 

n-He#tan 
’ Athautol 

in n-Hcptan in ?a-Weptam 
___-_- 

I 

2 

3 
4 
5 
6 

z 
9 

IO 

II 

12 

13 

Endrin 0.01 0.01 

8-I-ICH 0.13 0.12 

ivlcthoxychlor 0.13 0.02 

Diclclrin 0.24 0.12 

/%WCH 0.50 0.30 
I-Ecptachlorepoxid 0.64 0.30 
y-I-ICII c-53 0.42 

a-WCH o.S6 o.ss 

DDD 1.00 1.00 

/I#-DDT I.53 I .96 

I-Icptachlor I .s7 2.so 

DDE 2.40 3.09 
Aldrin 2.40 3.42 

0.05 0.01 

O.IG 0.0s 
0.2s 0.03 
0.4 I 0.21 

0.5 I 0.31 
0.68 0.36 
0.63 0.50 
0.90 0.92 
I .oo 1.00 
I.26 1.61 
r.4G I:94 
1.46 2.06 
1.46 2.16 

0.05 
0.01 
0.01-0.05 
0.05 
0.01 
0.01-0.05 
0.01 

0.01 

0.05 
0.05 
0.1 
0.1 
0.1 

.__-..----- --- 

Fig, 3. Schcmatischc Darstcllung dcr Trcnrlungsn~ijfilichl<citcn fiir drcizehn chlororganischc Inscltti- 
2idc mittcls DC. A und B = cinfach cntwiclcclt; C und D = zweifach, oindimcnsional cntwickelt; 
A und C = 0.3 y. iithanol in wI_Ieptan; B und D = rt-I-Ieptan; Bczifferung dcr Inselttizidflecltcn 
1-13 cntsprcchcnd Tabelle I. 
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DDE und Aldrin hingegen trennen sich nur gut mit reinem ?z-Heptan als Laufmittel 
(vgl. Fig. Ia), Wenn von letztgenannten drei Insektiziden sich nur ein in d&r Mischung 
befindet, reicht eine zweifache Entwicklung mit 0.3 yO Athanollijsung in gz-Heptan fiir 
die Trennung von elf Insektiziden aus. 

In Tabelle I haben wir die Rooo-Werte ftir alle von uns untersuchten Insektizi- 
de in den verschiedenen Liisungsmittelsystemen angegeben. Ausserdem finden sic11 
dort such die unteren Wachweisgrenzen ftir die einaelnen Substanzen. Die Angaben 
werden, falls man alle beschriebenen Bedingungen einhalt, mit routinemassig eingear- 
beiteten Arbeitskraften immer reproduzierbar sein. Wie aus Tabelle I hervorgeht, 
kann man bei sechs Insektiziden noch 0.01 ,ug sichtbar machen; im ungtinstigsten 
Fall, bei drei Substanzen, gelingt es immer noch eine Empfindlichkeit von 0.1 pg pro 
Flecken zu erzielen. 

Fig. 3 zeigt schematisch unter Verwendung der RF-Wert-Skala die Trennungs- 
moglichkeiten ftir die dreizehn Insektizide in verschiedenen Losungsmitteln nach ein- 
father und zweifacher, eindimensionaler Entwicklung der DC. Dieses Schema ge- 
stattet es, je nach Art der vorliegenden Insektizidkombination die giinstigsten Arbeits- 
bedingungen auszuw2ihlen. Allgemein ist festzustellen, dass sic11 die Substanzen mit 
h8heren RF-Werten schon durch einfaches Entwickeln in +Heptan gut auftrennen 
lassen. Durch einen darauf folgenden zweiten Entwicklungsgang in der gleichen Lauf- 
richtung mittels g+Heptan, dem eine kleine Menge eines polaren Lijsungsmittels - in 
unserem Fall 0.3 o/o i%tlianol- zugesetzt ist, lassen sich such die Inzektizide mit 
kleineren Rp-Werten wesentlich besser trennen. Fiir bestimmte Kombinationen (z.B. 
Aldrin, DDE, Heptachlor, fi,$‘-DDT, y-HCH und Heptachlorepoxid) ist es wiederum 
vorteilhafter, zweifach, eindimensional mit reinem gz-Heptan zu entwickeln. 

Schliesslich haben wir such das Verfahren, Plecken chloroganischer Insektizide 
sichtbar zu machen, tiberpriift, urn die optimalen Bedingungen f iir die photochemische 
Reaktion kennenzulernen und damit moglichst geringe Substanzmengen nachweisen 
zu konnen. Bei den Vergleichsversuchen, wie sie in Tabelle II zusammengestellt sind, 
haben wir stets mit konstanten Arbeitsbedingungen gearbeitet und nur die jeweils 

TABELLE II 

VERGLEICH EINIGER VERPAHREN ZUR SICHTBARMACHUNG DER PLECICEN CHLORORGANISCHER 

INSEKTIZIDE AUF DtiNNSCHICHTPLATTIZN 

(I) Bcsprtihcn mit &NO,-Liisung mit; a-l?hcnoxy%ithanol. 
Bestrahlcn bci 254 nm? 

(2) Besprt\hung wie untcr (I). Bcst;rahlcn mit U.V.-Lnmpe “Ilanau” 
mit; breitem Spclctrum. 

(3) Besprahen wit untcr (I) ohne z-Phcnosytithanol. 
Bestrahlen wie untcr (I). 

(4) Imprtignation cler l?latten mit Fluorcsccin. 
(5) Besprllhen uncl Bestrahlen wit unter (I). Entwiclclung an Plattcn 

ohne Vorreinigung mit: Wasscra. 

0.01 0.50 

0.30 2 .oo 

0.50 2.00 

0.50 5.00 

I .oo 10.00 

a) vgl. EXPERIMENTELLEI-~ TEIL. 
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angegebenen Faktoren variiert. Bei der Arbeitsweise “ohne 2-Phenoxyathanol” haben 
wir nach dem Vorschlag von ABBOT und Mitarbeitefl sowie von MORLEY UND 0x1~~1~ 
den1 Sprtihreagenz Ammoniak zugesetzt. 

Wie die Werte in Tabelle II eindeutig belegen, kann man mit der von uns be- 
schriebenen Arbeitsweise die geringsten Mengen chlororganischer Insektizide nach- 
weisen. Demnach hangt die Empfindlichkeit der photochemischen Reaktion zur 
Sichtbarmachung cler Flecken entscheidend von der Wellenlange (254 nm) des auf die 
Platte gestrahlten Lichtes ab. Unter dieser Voraussetzung steigert die Zugabe von 
2-Phenoxyathanol zur AgNO,-Losung die Empfindlichkeit des Nachweises deutlich. 

ZUSAWhIENFASSUNG 

In der Arbeit wird eine eindimensionale zweifache dtinnschichtchromatogra- 
phische Methode beschrieben, die der Auftrennung chlororganischer Insektizide auf 
standardisierten Platten “Silufol”@ (Kieselgel, Schichtdicke 0.13 mm) dient . Bei dieser 
Methode werden die Platten mit Wasser vorgereinigt, sum Besprtihen wird AgNO,- 
I&sung rnit 2-Phenoxyathanol und zur Sichtbarmachung eine U.V.-Lampe (254 nm) 
verwendet. Mit dieser Methode kiinnen dreizehn chlororganische Insektizide getrennt 
werclen einschliesslich der schlecht trennbaren Kombinationen von Heptachlor und 
DDE, Heptachlorepoxid und Lindan, Endrin und Dieldrin und zwar such bei An- 
wesenheit der vier Isomeren von HCH. Dazu werden nur zwei Entwicklungsliisungen 
gebraucht. Bei vielen Mischungen tiblicher Insektizide bei hnwendung der zweifachen, 
eindimensionalen Chromatographie ist sogar nur ein Entwicklungssystem notwendig. 
Die Nachweisgrenze liegt bei den meisten Insektiziden zwischen 0.01-0.05 ,ug pro 
Flecken. Ausserdem sind bei allen Insektiziden die ADDo-Werte angegeben. Ebenso 
wird die Empfindlichkeit der Sichtbarmachung bei verschiedenen Variationen nach 
den bisher beschriebenen Erfahrungen miteinancler verglichen. 
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