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Methode zur Reinigung und quantitativen Bestimmung von Dicofolriick-
stinden auf pflanzlichen Erntegiitern

J. PFLUGMACHER und W, EBING
Institue fiir Pllanzenschutzmittelforschung, Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtsehaft,
D ] Berlin 33 (B.R.D.)

(Eingegangen am 13, Januar 1975)

Dicofol [2,2,2-Trichlor-1,1-bis-(4-chlorphenyl)-iithanol] ist ein Akarizid, also
ein Mittel zur Bekiimpfung von Spinnmilben. welches in der B.R.D. bei Fruchtgemiise
und Obst angewendet wird.

Schon geraume Zeit wurden Versuche unternommen, Dicofolbestimmungs-
methoden zu entwickeln. Gunther und Blinn! nahmen eine alkalische Hydrolyse des
Dicofols vor, wobei p,p’-Dichlorbenzophenon und Chloroform als Reaktionspro-
dukte entstehen. Anschliessend bestimmten sie das p.p’-Dichlorbenzophenon oder
dessen 2.4-Dinitrophenylhydrazon durch Messung der UV-Absorption. Die unterste
Nachweisgrenze betrug nur 10 xg. Rosenthal ¢ al.?2 sowie eine Reihe anderer Auto-
ren bestimmten nach alkalischer Hydrolyse das daraus entstehende Chloroform
durch Farbkomplexbildung mit Pyridin~-Wasser—-Natriumhydroxid (Fujiwara-Reak-
tion) kolorimetrisch, Die Methoden sind arbeitsaufwendig, miissig sensitiv und
werden durch andere Organochlorinsektizide, besonders aus der DDT-Gruppe, sowie
von bereits geringen Mengen an Coextraktstoffen gestért. Eine AOAC-Gemein-
schaftsuntersuchung (Eiduson?®) mit einer solchen Methode im 5 ppm-Bercich (die
einen Verteilungsreinigungsschritt verwendete) ergab unbefriedigende Empfindlich-
keit und Reproduzicrbarkeit. Dem Mangel der Storung durch Coextraktstoflfe be-
gegnete Gunderson?, indem er der —Ileicht modifizierten— oben geschilderten Be-
stimmung ein wirksames clean-up an Florisil vorschaltete. Die Stérméglichkeit
gegeniiber verschiedenen Organochlorinsektiziden ——besonders im Bereich von
I ppm— ist aber auch hier gegeben.

In dhnlicher Weise wie die kolorimetrische wird die polarographische Bestim-
mung (Gajan et al.5) gestért. Ott ¢r al.® versuchten diese Schwierigkeit durch vorge-
schaltete Diinnschichtchromatographie zu beheben. Mit Rohextrakten wurde diese
Methode aber nicht ausprobiert.

Mit der Entstehung der Gaschromatographie erhoffte man sich damit viel
bessere Resultate bei der Riickstandsanalyse des Dicofols. Jedoch liess es sich nicht
unzersetzt chromatographieren. Nach Morgan’ und Westlake e¢r a/f entstehen
zwischen 15-85Y p.p’-Dichlorbenzophenon. Kiirzlich fasste Ives® die inzwischen mit
widerspriichlichen Ergebnissen aufwartende und zum Teil mit Irrtiimern bclastete,
diesbeziigliche Literatur zusammmen. Je nach Bedingungen und Milieu kann etwas
oder gar kein Dicofol neben p.p’-Dichlorbenzophenon gemessen werden. Chromato-
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gramme von lves aus eigenen Untersuchungen beweisen erncut, dass Dicofol nicht
quantitativ in p,p’-Dichlorbenzophenon umgewandelt wird, selbst nicht nach Fiillung
des Injektors mit Glaswolle. Trotzdem ist in der Literatur von Riickstandsbestim-
mungen auf gaschromatographischem Wege mit und ohne modifiziertem Injektor
berichtet worden (z.B. Brown ¢t al.'°, Morgan'!).

Unsere zahlreichen Versuche, solche Riickstandsuntersuchungen erfolgreich
nachzuarbeiten, schlugen fehl. Weder gelang es uns, die von Ives® einmal erhaltene,
fast unzersetzte Gaschromatographie des Wirkstoffes zu wiederholen, noch fiihrte die
genaue Uberpriifung der Dicofolumwandlung in p,p’-Dichlorbenzophenon jemals zu
dem Ergebnis einer reproduzierbar quantitativen Ausbeute. Sie ist vielmehr nicht nur
von den kleinen Verinderungen wihrend des Alterns eines Trennsystems, sondern
besonders auch vom Extraktmilieu deutlich abhidngig. Aus diesen Griinden suchten
wir nach neuen Wegen zu einer sicher reproduzierbaren Dicofolbestimmungsmethode,
deren Reinigungsschritte moglichst cinfach und fiir einen schnellen Routinebetrieb
geeignet sein sollten.

Bei der Suche nach einem geeigneten clean-up-Verfahren machten wir uns die
Bestéindigkeit des Dicofols gegen konzentrierte Schwefelsiiure zunutze (vgl. Gordon
und Schuckert'?). Als Methode zur Abtrennung und Bestimmung des Dicofols ver-
wendeten wir die Hochdruckfilissigkeitschromatographie. Die in den letzten Jahren
erfolgte Entwicklung von Sdulenfiillmaterialien mit Partikelgréssen von 5-10 u ge-
stattet es nunmehr, Probenvolumina von 100 ul und mehr aufzugeben, ohne nennens-
werte Einbussen in der Trennleistung zu erleiden, wie Arbeiten von Eisenbeiss und
Sieper'?® bzw. Karger et al.'* gezeigt haben. Dadurch kann die im Vergleich mit gas-
chromatographischen Detektoren etwas niedrigere Empfindlichkeit des an den
Sdulenausgang angeschlossenen UV-Detektors teilweise ausgeglichen werden, so dass
Konzentrationen im Sub-ppm-Bereich, wie sie fiir die Riickstandsanalyse relevant
sind, gemessen werden kénnen,

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Aufreinigung von sieben pflanzlichen
Erntegiitern mit Hilfe von konzentrierter Schwefelsiure und die anschliessende
Bestimmung der Dicofolriickstéinde durch Messung der UV.Absorption nach vor-
heriger filissigkeitschromatographischer Trennung,

EXPERIMENTELLES

Reagenzien und Geréite

Zur Extraktherstellung bzw. Reinigung wurden Aceton, n-Hexan und konzen-
trierte Schwefelsiiure (alle p.A. Fa. E. Merck, Darmstadt, B.R.D.) benutzt, Das ver-
wendete Dicofol wies einen Schmelzpunkt von F = 78.5-79.5° auf und hatte nach
Angaben des Herstellers (Pestanal-Standard, Riedel de Haen, Seelze bei Hannover,
B.R.D.) einen Reinheitsgrad von = 99%.

Die folgenden Geriite wurden verwendet: Chromatronix Modell 3520 Fliissig-
keitschromatograph, Hewlett-Packard Modell 1032'A UV-Detektor (Kiivettengrosse
8 ul, Wellenliinge 254 nm) uad Metrawatt Servogor Kompensationsschreiber.

Extraktherstellung

Fiir Zusatzversuche wird der in Aceton geldste Wirkstoff (10-50 ug je nach
Substrat) auf 100 g des zerkleinerten Probenmaterials gegeben. Nach einer Wartezeit
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von 60 min werden 200 m! Aceton hinzugefligt und die Probe 3 min am Ultra-Turrax
homogenisiert. Der Kopf des Mixers wird mit je 25 ml Aceton zweimal abgespiilt.
Das Homogenisat wird mit 5 g Celite 545 vermischt, iiber eine Filternutsche abge-
saugt und mit 50 ml Aceton nachgespiilt.
~ Nach Ablesen des Gesamtvolumens werden zwei Fiinftel davon am Rotations-
verdampfer bis auf ein Volumen von 1-2 ml eingeengt. Nach Zugabe von 150 ml
Wasser und 10 ml gesiittigter Kochsalzlosung wird dreimal mit je 50 ml n-Hexan
ausgeschiittelt.
Die Hexanphasen werden gesammelt, mit wasserfreiem Na,SO, 30 min lang
getrocknet und dann iiber ein Rundfilter abfiltriert, wobei zweimal mit 10 ml Hexan
nachgespiilt wird. Der Hexanextrakt wird im Kuderna-Danish-Kolben am Rota-

tionsverdampfer eingeengt, in einen 2 ml-Messkolben iibergespiilt und bis zur Marke
aufgefiillt.

Reinigung des Rohextrakites

1 ml des Extraktes, entsprechend einem Probenanteil von 20 g Erntegut, wird
mit 1 ml konzentrierter Schwefelsdure und 8 ml »#-Hexan 30 sec geschiittelt und
mehrere Stunden stehengelassen. Nach Abtrennung der H,80,4-Phase wird der ge-
reinigte Extrakt durch Uberblasen von Stickstoff auf ein Volumen von 0.5 ml einge-

engt, mit #n-Hexan in ein 1 ml-Messk&lbchen iibergespiilt und dann auf 1 ml auf-
gefiillt.

Hochdruckfliissigkeitschromatographische Bestimmung

Die Bestimmung der Dicofolriickstiinde in den gereinigten Extrakten erfolgt
mit einem Fliissigkeitschromatographen unter folgenden Bedingungen: Séule, Micro-
Pak Si-10 der Fa. Varian (Palo Alto, Calif., U.S.A.); Abmessungen, 50 cm lang x
2.1 mm [.D.; mobile Phase, n-Hexan; Durchfiussrate, 48 ml/h: Siuleneingangsdruck,

34 atm; Probenaufgabevolumen, 100 ul; Retentionszeit, 13.7 min: Wellenliinge der
UV-Messung, 254 nm.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Auswertung erfolgt durch Vergleich der Peakflichen, die nach der Methode
Hohe x Halbwertbreite ermittelt werden. Hierfiir sind Losungen des Dicofolstan-
dards in n-Hexan mit Konzentrationen zwischen 10-50 ug/ul gemiss der Vorschrift
fiir die Reinigung der Rohextrakte zu behandeln.

Tabelle 1 enthélt die unter den beschriebenen Bedingungen erzielten Ergeb-
nisse. Die Wiederfindensraten stellen Mittelwerte dar, die aus je sechs Einzelbestim-
mungen errechnet wurden., In Klammern ist der von den Einzelwerten iiberdeckte
jeweilige Streubereich angegeben. Die Riickstandkonzentration des Dicofols auf den
einzelnen Substraten wurden so gewihlt, dass sie jeweils etwa 1/5 der in der deutschen
Hochstmengenverordnung festgelegten Toleranz betrug.

Die Fig. 1 zeigt das Fliissigkeitschromatogramm eines gereinigten Extraktes
von 20 g Mohrriiben, der 0.1 ppm Dicofol enthielt. Stdrungen durch interferierende

“‘Peaks anderer Chlorkohlenwasserstoffe, die gegen konzentriertes H,SO, stabil sind,
wie DDT, DDD, Aldrin, ¢-Chlordan, sind kaum zu erwarten, weil diese Stoffe mfolge
geringer Polaritiit erheblich kiirzere Retentionszeiten aufweisen.
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Fig. 1. Mohrriibenextrakt mit 0.1 ppm Dicofol. Mobilc Phase. #-Hexan : Durchflussrate, 0.8 ml/min:

Wellenliinge, 254 nm: Detektorenempfindlichkeit. 0.02 O,D. Einhciten: Schreiberempfindlichkeit,
10 mV.

TABELLE I
DICOFOL-WIEDERFINDENSRATEN BE! VERSCHIEDENEN SUBSTRATEN

Coat
(24

Probenmaterial  Anzahl der  Wirkstoffzusatz Mitrelwert Néiherungs-  Néiherungs-
untersuchien (ppm) standard- vertrauens-
Proben abweichung  bereich”
(%)
Zitrone 6 0.5 R1.5(79.1-82.9) 4 1.3 - 1.4
Grine Gurke 6 0.t 83.8 (79.2-86.3) - 2.6 4 2.8
Erdbeeren 6 0.1 98,3 (96.6-104.3) - 3.1 - 3.3
Mohrriiben 6 0.1 80.6 (77.6-84.1) 429 -+ 3.0
Griner Salat 6 0.1 99.3 (96.6-104.3) 4 2.3 4- 2.4
Griine Bohnen 6 0.1 77.5 (74.7-82.2) 4 2.6 -4- 4.8
Tomaten 6 0.1 81.9 (79.8-84.4) 1.7 4- 1.8

* Stat. Sicherheit. # == 95 or.
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p.p'-Dichlorbenzophenon wird durch die Schwefelsiiurebehandiung zersetzt.
Fiir eine gesonderte Bestimmung etwaiger Anteile dieses Abbauproduktes im Erntegut
muss nach der von den Autoren a.a.0.'® beschriebenen gelchromatographischen
Methode verfahren werden.

Die UV-Messungen decr vorliegenden Arbeit wurden, weil kein Spektral-
photometer zur Verfiigung stand, bei einer Wellenliinge von 254 nm gemessen. Aus
dem UV-Spektrum des Dicofols, welches sich z.B. bei Gore ¢r a/.'® findet, ist erkenn-
bar, dass sich eine zehn- bis zwanzigfache Steigerung der Empfindlichkeit erreichen
liisst, wenn die Messung der UV-Absorption bei einer kiirzeren Wellenliinge, etwa im
Bereich von 230 nm vorgenommen wird.
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